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M. ZDYBIEWSKA

BADANIA NAD MIKROFLORA WYSTEPUJACA W SCIEKACH
PIWOWARSKICH?*)

Wstep

Scieki piwowarskie nalezg do $ciekéw przemystowych
mato dotad poznanycho Badania nad ich skiadem utrudnia
zmiennos¢ ich skitadu chemicznego i mikrobiologicznego,
uzalezniona od jakos$ci uzytkowanej wody, sposobéw pro-
dukcji, surowcéw itp, Scieki te mogg mieé rézny sktad
chemiczny nie tylko w poszczegdlnych zaktadach produk-
cyjnych, ale i w réznych porach dnia w tym samym zakta-
dzie.

Dla uzyskania probek wykazujgcych przecietny sktad
Sciekow piwowarskich, nalezatoby pobiera¢ Srednie préby
dobowe, Wplywa to ujemnie na sSwiezos¢ pobranych préb i
komplikuje badania mikrobiologiczneo

llos¢ Sciekbw wytwarzanych przez browary jest znacz-
na (Sierp, 1953» Kucharski i Koziorowski, 1954) i wyno-
si od 20 do 30 razy wiecej od ilosci produkowanego piwa.
Czes¢ z nich stanowi woda wzglednie czysta,uzyta do chto-
dzenia brzeczki lub piwa® Natomiast wody silnie zanie-
czyszczone zawierajg wody myjni i ze stodowni, resztki
brzeczki i piwa, wody z przemywania drozdzy i drozdze
odpadkowe (Wittmann, 1952), a ponadto Scieki bytowo-
gospodarcze.

Scieki piwowarskie zawierajag przewaznie zanieczyszcze-
nia typu organicznego. Wsréd nich jest wiele substancji
weglowodanowych tatwo ulegajgcych fermentacji. Odczyn
tych sSciekéw ma tendencje do obnizania sie z pH okoto
6,5 do pH okoto 4,8, a nastepnie do powolnego podwyzsza-
nia sie przez odkwaszanie Sciekéw pod wpltywem innych po-
pulacji bakteryjnych. Zakwaszone $cieki wywierajg nieko-
rzystny wpltyw na naturalny odbiornik, gdyz bezposSrednie
ich wpuszczenie w stanie nieoczyszczonym, moze zachwiac
w nim ustalong réwnowage biochemiczng. ROwniez wpuszcze-

*) Skrét pracy kandydackiej
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nie ich do kanalizacji miejskiej wymaga mieszania ze

Sciekami miejskimi w okreslonym stosunku (Sierp, loco
cit»), gdyz mogg one zaktdécac¢ procesy biologiczne za-
chodzace w oczyszczalni i powodowaé¢ korozje przewodbéw

kanalizacyjnych»

Celem niniejszej pracy byto zbadanie mikroflory
wystepujacej w $ciekach piwowarskich $Swiezych i w cza-
sie lch samoczynnego zakwaszania i odkwaszania sieo0
Pré6bowano rowniez badaé¢ zalezno$¢ zespotu mikroflory
od skitadu chemicznego $ciekdw, w szczegd6lnosci od ich
wartosci pH, kwasowos$ci i zawartosci w nich tlenu»

Czes¢ doswiadczalna

Badania nad mikroflorg $ciekéw piwowarskich przepro-
wadzano w latach 1953=1956° Probki Sciekow w Tyskich
Zaktadach Piwowarsko-Stodowniczych - Zaktad Nr 2 - po-
bierano ze $ciek6bw zbiorczych browaru oraz ze $ciekéw
stodcwni» RO6znity sie one skiadem chemicznym, mikrobio-
logicznym i szybkos$cig procesdw zakwaszania i odkwasza-
nia»

Prébki pobierano z kanalizacyjnych studzienek kon-
trolnych, a mianowicie:

1) z kolektora zbiorczego odprowadzajgcego mieszani-
ne Sciekébw z produkcji, z mycia aparatury, pomieszczen
i ze stodowni oraz $ciekdw bytowo-gospodarczych» Z te-
go punktu pobrano do badan ogétem dziewiec¢ probek»

2) z kolektora odprowadzajgcego $cieki stodowni»
Préobki tych s$ciekéw pobrano dwukrotnie»

Do analizy chemicznej pobierano okoto 10 litréw Scie-
kéw oraz osobne probki odpowiednio zabezpieczone dla
oznaczenia zawartosci w nich tlenu, siarkowodoru i azo-
tanéw. Prébki przeznaczone do analizy mikrobiologicznej
pobierano przy pomocy batymetru (po dwie prébki) do wy-
jatowionych szklanych naczyn z doszlifowanym korkiem,
0 pojemnosci 50 ml»

Scieki przed pobraniem prébek przepuszczano przez
studzienke szybszym strumieniem przez 15 minut, odpo-
wiednio regulujgc zasuwe»

Ze wzgledu na istniejagcy uktad kolektoréw, nie dato
sie oddzieli¢ $ciekbw bytowo-gospodarczych i trzeba je
byto bada¢ tacznie ze $Sciekami produkcyjnymi»
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Badania mikrobiologiczne, a takze fizyko-chemiczne
Sciekb6w wykonywano po uptywie 3-4 godzin. Po wysianiu
prébek na pozywki, czesé¢ pobranych $ciekéw przechowywa-
no w temperaturze okoto 18°, we flaszkach zatkanych wa-
ta dla stwierdzenia samorzutnego zakwaszania i odkwa-
szania sie $Sciekow.

W przechowywanych prébach oznaczano co drugi dzien

pH i kwasowos$¢ dla stwierdzenia zachodzacego w nich za-
kwaszenia i odkwaszenia. Ponadto dla trzech préob $Scie-
kéw przeprowadzono skrécone analizy fizyko-chemiczne
wedtug Struszynskiego (1950) i "Standart Methods for
Examination of Water and Sewage" (1946). Wyniki tych
oznaczen zestawiono w tabeli 1.

W badaniach mikrobiologicznych oznaczano liczebnosd
drobnoustrojow w 1 ml Sciekéw. W tym celu rozcienczano
badane prébki w granicach 1C do 10“8t przy uzyciu fi-
zjologicznego roztworu soli i wysiewano je w dwoéch pow-
téorzeniach na nastepujace pozywki:

1. bulion migesno-peptonewy z zelatynag (Przesmycki, 1953)

2,, bulion miesno-peptonowy z agarem (Przesmycki, 1953)

3. agar bulionowo-brzeczkowy (Smyk, 1954)

4® agar brzeczkowy (brzeczka 9° Bali, sporzadzona wg
Buthakowa 1952)

5. bulion ptynny - po 10 ml w probdéwkach (jako pozywka

kontrolna, Przesmycki, 1953).

Agar miesno-peptonowy stosowano tylko w poczatkowym
okresie badan, poniewaz $cieki piwowarskie sg podtozem
weglowodanowo-biatkowym, gdyz moze do nich przejs¢ oko-
to 9-10% brzeczki browaru (Wojcieszak, 1952). Pdézniej
uzywano agaru bulionowo-brzeczkowego, jako poditoza bar-
dziej zblizonego swym skitadem do $Sciekow.

Posiewy na agarze bulionowo-brzeczkowym i na bulio-
nie ptynnym inkubowano przez 24 godziny w temperaturze
37° (+. 1°), a posiewy na agarze brzeczkowym i zelatynie

z bulionem przez 48 godzin w temperaturze 20° (i 1 ).

Wyniki badan ilosciowych zebrano w tabeli 2.
Przeprowadzono réwniez oznaczenie niektérych cech

bakterii wyodrebnionych ze $ciekéw. W szczegdlnosci

opisywano wyglad, wielkos¢ i ksztatt kolonii po 48 go-
dzinach wzrostu. Wplyw temperatury oznaczano, prowadzgac
hodowle réwnolegle w temperaturach 20° i 37° (+. 1°)

przez 48 godzin. Kultury wykazujgce staby wzrost przy
37° prébowano hodowa¢ w temperaturze 55° (Morrison i
Tanner, 1924,wg Miszustina).
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Tabela 1

Niektdore cechy fizyko-chemiczne $ciekéw piwowarskich

Oznaczenie
jednostki

PH
Kwasowos¢ w ml
Siarczki mag/l
Chlorki m g/l
Azot amoniakalny

Azot azotynowy
Azot azotanowy

Azot ogodlny
Tlai
Utlenialnos$é
bztbh

Sucha pozosta-
tos¢
Pozostatos¢ po
prazeniu
Zagriwalros¢

Zaktadu Nr 2 w Tychach

Rodzaj proby Scieki 090l ¢ 0y Scieki
ne browaru . .
. stodowni stodowni
bez stodowni
7,4 6,6 6,7
1 N NaOH/I 0,54 0,86 0 743
HpS brak brak brak
cr Slady 12,91 7,10
mg/l Slady brak Slady
nnh3
m g/l brak brak Slady
nho?2,
m g/l , Slady oko00,3 ok, C13
nnod)
mg/1 N J 8,1 4,1 3,4
mg/l 0? 4,67 4,74 7,41
m g/l o9 71 %2 71,0 14,4
m g/l o 441,0 480,0 132,0
m g/l 401,2 294,0 i86, 6
m g/l 204,2 169,0 124.,4
(dni) brak w cig- od 8-13 bralc w ciggu

gu 10 dni 16 dni

el JeN

ex)s mal gApz



Tabela 2

llos¢ oraz grupy drobnoustrojow w Sciekach Zaktadédw Piwowarsko-3todowniezych

w Tychach
Liczba drobnoustrojow w 1 ml $Sciekdéw Illos§¢ wyodrebniémych réz-
Datt)a nyoh szczeisow
pobra- A . ; .
. : . . gar bulionowo- Zelatyna bu- Agar brzecz- Agar buliono- ) i
LPnia Rodzaj probki brzeczkowy lionowa kowy we-brzeczkowy bakte- droz- ples-
probki (beztlenowce! rie dzaki niaki
24 godz,t»37° 48 godz. ts2CP 48 godz.t»20°24 godz.t»37
180Vo s . i
1 1953 Scieki ogo6lne browaru 261.000 3.800.000 271.000 - 10 1 5
r,
2.V 11, L. . .
2 Scieki ogdlne browaru 1.600.000 - 1.300.000 - 6 3 3
1953 r.
20,V I o . . .
3 Scieki ogod6lne browaru 2.700.000 - 1.200.000 - 7 4 2
1953 r O
21.1X L. . . /
4 Scieki og6lne browaru 280.000 - 67.000 - 7 3 3
1953 r.
18.X1 L. . , . . .
5 1953 Scieki ogé6lne browaru 140.000 13.300.000 640.000 - nie iden tyfikowc no
r.
18.1 L. .
6 1654 Scieki ogolne browaru 28.000 52.000 526.000 mm 5 4 2
r
17.11 Scieki ogélne - bez
7 L . 440.000 85.000 83.000 - 12 3 2
1954 r. $ciekéw stodowni
30.111 Scieki ogélne - z prze-
8 R . 43.000 176.000 178.000 6.000 20 3 2
1954 r. waga S$ciek6w stodowni
9 '2°Y™ Scieki ogélne browaru 32.000 440.000 178.000 49.000 14 3 1
1954 r.
10 8% Scieki stodowni 57.000 91.000 19.000 42.000 22 0 0
1954 r.
11 2511 gcieki stodowni 12.000 13.000 800 2.400 21 0 2

1955 r.



Badania nad mikroflorag wystepujgca w ... 29

W badaniach mikroskopowych okreslano ksztatty, wymia-
ry i ruchliwos¢ komorek w kropli wiszgcej oraz barwienie
wg Grama» Zdolno$¢ wytwarzania przetrwalnikéw badano w
7-dniowych hodowlach na skosnym agarze Gorodkowej (Jor-
gensen, 1948), barwigc preparaty metoda Moellera lub
zieleniag malachitowg i fuksyng»

Sposréd cech fizjologicznych i biochemicznych wyodreb-
nionych bakterii, badano nastepujgce; sposéb wzrostu na
bulionie (zmetnienie, zawiesina drobna lub ktaczkowata,
kozuszek, jego wyglad itp»), zdolnos$¢ peptonizacji i kwa-
szenia mleka z lakmusem, intensywnos$¢ wzrostu i wyglad
kolonii na ziemniaku oraz zdolnos$¢ do wzrostu na podto-
zu mineralnym (agar Czapeka)»

Witasciwosci proteolityczne oznaczano na zelatynie ktu-

tej, obserwujgc stopien jej rozpuszczenia i typ wzrostu.
Zdolnos¢ do hydrolizowania skrobi badano na pozywce:
skrobia rozpuszczalna 10,0 gj NaNO, - 2,0 gj K?HPO -1,0 g;
KCl1 = 0,5 gs MgSO »7H 0 = 0,5 g| FSSO . 7~0 - O.ol gg
woda destylowana - 1000 ml.
Zdolnos¢ do fermentowania glukozy, fruktozy, maltozy,
laktozy i sacharozy okreslano w 1% roztworach cukrow

w wodzie peptonowej, z dodatkiem btekitu bromotymolowe-
go jako wskaznika.

Uzdolnienia bakterii do redukowania azotan6éw okres$la-
no na pozywce ptynnej z modyfikacji Beijerincka, tj.

z 2% dodatkiem mannitu zamiast soli kwasbw organicznych
(Omeljanski, 1940)g po 48 godzinnej hodowli dodawano
odczynnik jodowo-eynkowo-skrobiowy.

Procesy gnilne okreslano przez oznaczanie indolu w
48 godzinnej hodowli na bulionie ("Manuat of Meihods
for pure culture study of Bacteria") i siarkowodoru
(reakcja z octanem otowiu)o

Zakwaszanie lub alkalizowanie podtoza przez badane
bakterie okreslano na pozywce z biekitem bromotymolowym
(Olsansky, 1954).

Scieki piwowarskie wykazywaly niewielka zawarto$é,
lub zupeilny brak tlenu (z wyjatkiem $ciekow stodowni),

i dlatego przeprowadzano réwniez badania nad obecnos$cig
bakterii beztlenowych. Do oznaczania w $ciekach ilosci
bakterii beztlenowych, najbardziej przydatny okazat sie
anaerostat (Meisel, 1951)» Uzyskana w nim préznia byta
rzedu 20 mm Hg. Zastosowano tu pozywki i warunki hodowli
analogicznie jak przy oznaczaniu bakterii tlenowych,
jednak przy uzyciu anaerostatu. Wyniki hodowli na agarze
bulionowo-brzeczkowym przedstawia tabela 2.
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Na podstawie oznaczonych cech morfologicznych, fizjo -

logicznych i biochemicznych, wyodrebnionych ze $ciekdéw,
przeprowadzono identyfikacje czesci wyodrebnionych szcze-
pow bakterii, postugujac sie kluczem Krasilnikowa, a
czesciowo rowniez i Bergey "a (1948)» Tabela 3. przedsta-

wia wykaz oznaczonych gatunkéw bakterii»

Obecnos¢ bakterii z grupy pateczki okreznicy, ma w bro-
warze znaczenie nie tylko sanitarne (Hompesch, 1947),
ale i technologiczne, gdyz bakterie te wywotujg kwasng
fermentacje brzeczki»

Miano coli w $ciekach oznaczono wg Przesmyckiego
(1953) o Wynosito ono dla $ciekéw stodowni 10”1 a dla
Sciekéw zbiorczych browaru 10"4 dO 1Q”30 Doktadne ba-
dania wykazaty obecnos¢ w Sciekach stodowni bakterii
z grupy Goli typu jelitowego, a w $ciekach og6lnych -
typu jelitowego, posredniego i ziemnego»

Dla oznaczenia rodzajow Ilub gatunkéw drozdzy wystepu-
jacych w Sciekach hodowano ich makro-kolonie oraz badano
zdolnos$ci proteolityczne na brzeczce z zelatyna» W pre-
paratach mikroskopowych oznaczano wielkos¢ i ksztatt ko-
moérek oraz sposéb paczkowania»

Zarodnikowanie drozdzy badano w hodowlach na agarze
Gorodkowej, jako na podtozu gtodowym» Preparaty barwio-
no metodg Moellera»

Zdolnos¢ fermentacyjng drozdzy badano na 1% roztwo-
rach glukozy, fruktozy, maltozy, laktozy, sacharozy,
rafinozy i galaktozy na wodzie drozdzowej, z dodatkiem
czerwieni obojetnej jako wskaznika»

Wykorzystanie przez drozdze etanolu jako jedynego
zr6dta wegla badano na ptynnej pozywce wg Smitha (1942)»
Wynik uwazano za pozytywny, jes$li przyrost wynosit po
48 godzinach 100% lub wiecej komoérek (liczenie w komo-
rze Thoma) przy hodowli w 25°»

Przyswajanie przez drozdze weglowodandw i zwigzkow
azotowych badano metodg auksanograficzng Beijerincka
(Smith, 1942), stosujac glukoze, maltoze, sacharoze,

laktoze, galaktoze, rafinoze i skrobie rozpuszczalng
oraz siarczan amonowy, azotan potasowy, pepton, mocznik
asparagine i tryptofan»

W analogiczny sposob badano drozdze produkcyjne Zakta-
déw (oznaczone symbolami A1lX, Py, VB,) aby poréwnacg,
ktére z drozdzy wyodrebnionych ze $ciekéw pochodza z pro-
dukcji»
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Na podstawie oznaczonych cech morfologicznych, fizjo -

logicznych i biochemicznych wyodrebnionych ze S$ciekéw
drozdzy, przeprowadzono ich identyfikacje wedlug Loddera
i Van Rija (1952), Jorgensena (1948) i Niethammer (1947)o

Badano réwniez plesniaki wyroste na agarze brzeczko-
wym. Cechy morfologiczne okreslano w preparatach mikrosko-
powych, biorgc pod uwage przede wszystkim wyglad, budo-
we i wielkos¢ makrokolonii, strzepkdéw grzybni, konidii,
sterigm itp. Dla okres$lenia cech fizjologicznych i bio-
chemicznych badano zachowanie sie wyodrebnionych ples$ni
na brzeczce ptynnej (zmetnienie, kozuch itp.), na brzecz-
ce z agarem, na mleku z lakmusem (szczegodlnie ze wzgle-
du na rodzaj Oospora) oraz na zelatynie brzeczkowej
(ew. zdolnosci proteolityczne). Hodowle prowadzono w tem-
peraturze 25° przez 4-7 dni. Ponadto rodzaje Pénicillium
i Aspergillus hodowano réwniez na agarze Czapeka.

Na podstawie zebranych cech, przeprowadzono przyblizo-
ne oznaczenie gatunkéw weditug Niethammer (1947)» Delitsch-
Lerapke (1943), Glaubitza (1932), Smitha (1942)o Rapera
i Thoma (1949), Thoma i Rapera (1945) i Raitto (1950)o0

W wyniku przeprowadzonych badan wyodrebniono ze $cie-

kébw 87 szczepow bakterii, 9 szczepow drozdzy i 15 szcze-
pow plesni. WsSréd nich okreslono systematyczng przynalez-
nos¢ 48 gatunkéw bakterii, 9 gatunkéw drozdzy i 15 ga-

tunkéw plesni (tab.3).

Poniewaz wyodrebnione bakterie (tabela 3) sg na ogo6t
pospolite w przyrodzie} dla stwierdzenia czy $cieki sa
dla nich odpowiednim $rodowiskiem, przeprowadzono spe-
cjalne proby hodowlane z zespotem bakterii wyodrebnio-
nych ze Swiezych $ciekéw stodowni oraz z zespotem bak-
terii wyodrebnionych z tych $ciekéw, ale przechowywa-
nych przez 14 dni w laboratoriumo

Scieki majace stuzyé jako pozywka, przesaczano i wy-
jatawiano przez tyndalizacje. Tak przygotowane ptynne
poditoze, zaszczepiano wyodrebnionymi ze $ciekOw szczepa-
mi i hodowano w temperaturze 37 (+. 1) przez 24 godzi-
ny, ze wzgledu na domieszke $ciekéw sanitarnych. W tych
samych warunkach przechowywano jatowe proby kontrolne.
Juz po 24 godzinach hodowli na ptynnych podtozach wyste-
powato zmetnienie wywotane rozwojem bakterii. Wielkos¢
tego zmetnienia mierzono nefelometrycznie fotometrem
Pulfricha. Zmetnienie wzgledne okreslano w stosunku do
wody destylowanej oraz przeliczano w stosunku do S$cie-
kow jatowych. Ponadto obliczano zmetnienie bezwzgledne
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w porédwnaniu z wzorcem aparatu» Dodatkowo mierzono po-
tencjometrycznie pH w poszczegdélnych hodowlach przy
zastosowaniu elektrod; kalomelowej i chindydronowej,
z doktadnos$cig do 0,1 pF«

Wzrost drobnoustrojéw na $ciekach zestalonych przez
dodatek 2% agaru sprawdzano po 48 godzinach hodowli w
temperaturze 37 dla uzyskania wyrazniejszych rdznic
wzrostu» Wyniki tych doswiadczeh zestawiono w tabeli 4«

W celu stwierdzenia wptywu wody produkcyjnej na mi-
kroflore $ciekdéw, wykonano jednorazowo skrécong analize
chemiczng i mikrobiologiczna tej wody» W wyniku tej ana-
lizy stwierdzono; na agarze bulionowo-brzeczkowym wyro-
sto 80 kolonii z 1 ml wody; na zelatynie 280 kolonii
w 1 ml wody; na poditozu z biekitem bromo-tymolowym wy-
rosto 50 kolonii z ktérych 40 wykazywato stabe zdolnos$ci
ukwaszajgce (hodowla 72 godzinna); wystepowania beztle-
nowcOw nie stwierdzono; na agarze brzeczkowym byto 10
kolonii w 1 ml; miano coli wynosito powyzej 50«

Jak wida¢ z uzyskanych wynikéw, woda ta posiadata pod-
wyzszong w stosunku do wymagan stawianych wodzie dla
browarnictwa, ilos¢ bakterii szczegodlnie rosngcych na
pozywce z zelatyng« Jednak miano coli powyzej 50 oraz
niska utlenialnos$¢ nie dyskwalifikowaty jej pod wzgle-
dem sanitarnym «

Z badanej wody wyodrebniono (z agaru bulionowo-brzecz-

kowego) i zidentyfikowano 4 rodzaje bakterii, a mianowi-
cie z rodzaju Bacillus 5 gatunkéw, z rodzaju Lactobacte-
rium 1 gatunek, z rodzaju Micrococcus 3 gatunki i jeden

z rodzaju Sarcina®

Omowienie wynikow

Przedstawione badania wykazaty, ze $Scieki piwowarskie
w Browarze Nr 2 w Tychach sg Srodowiskiem bogatym w drob-

noustroje, zarowno pod wzgledem ilosciowym jak i jakosScio-
wym (tabela 2 i 3)o Wptywa na to zaréwno ich pochodzenie
(typ produkcji i surowcow), jak tez i skitad chemiczny

(tabela 1), gdyz jak wiadomo w procesie produkcyjnym
czes¢ przerabianych surowcéw przechodzi do Sciekow.
Przeprowadzona mikrobiologiczna analiza jakos$ciowa i
iloSciowa daje niepetnag charakterystyke wystepujgcych
drobnoustrojow, gdyz na zastosowanych poditozach wyhodo-
wano tylko czes$¢ drobnoustrojow znajdujacych sie w bada-



Tabela

Wykaz wyodrebnionych drobnoustrojow
(oznaczonych w przyblizeniu)

"L

©Ooo~Noouh~WNEL T

aY Bakterie 41. Lactobacterium plantarum
. 42. l.licrococcus anaerobius
Bacillus adhaerens 43. Micrococcus aquatilis
:ac!llus agglomeratus 44, Micrococous candidus
ac!llus amarus 45, l.licrococcus roseus
Bacillus centrosporus e [
Bacillus circulans 46. r.||crqcoccus viticulosus
Bacillus coprogenes ar. Barc_lna Iu.tea
Bacillus danicus 48. Sarcina nivea
Bacillus disciformis sb) Drozdzaki
Bacillus filaris
Bacillus limbatus 1. ' Candida mycodexma
Bacillus mediosporus (?) 2. Hansenula anomale
Bacillus mesentericus 3. Pichia membranaefaciens
Bacillus mucosus 4. Saccharomyces carlsbergensis
Bacillus mycoides 5. Saccharomyces cerevisiae
Bacillus morulans (?) 6. Saccharomyces cerevisiae var.ellipseideus
Bacillus natans 7. Saccharomyces steinerii
Bacillus nitroxus 8 . Rhodotorula mucilaginosa
Bacillus palustris 9. Rhodotorula rubra
Bacillus rusticus
Bacillus solidus c) Plegnie
Bacillus subcuticularis (?)
Bacillus subtilis 1. Altem aria nucis
Bacterium agile 2. Aspergillus flavus
Bacterium album 3. Aspergillus glaucus
Bacterium candioans 4. Aspergillus niger
Bacterium nitrificans 5. Cladosporium suaveolens
Bacterium liquefaciens 6. Pusarium aquaeductum
Bacterium zo_pfll _ 7 Mucor globosus
Chromobacter_lum auran_tlacu_m 8. UMucor pluraoeus
Pseudobacterium cocciformis 9 Mucor stolonifer
Pseudobacterium furcosutt (?) . .
Pseudobacterium intestinalis 10. j Oospora amy(_:ellca
Pseudobacterium niosii (?) 11 Oospora Ia_ctls
Pseudomonas aurantiaca 12. O(')sp_ora_mlnor .
Pseudomonas gracilis 13. Pénicillium casei )
Pseudomonas liquida 14. Pen_lc!II!um gla_uco-grlseum
Pseudomonas sinuosa 15. Penicillium spinulosum

Mycobacterium globiforme (?)
Lactobacterium breve
Lactobacterium pastorianum
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Rozwdj

GatuneKk
(w przyblizeniu)

Bacterium album
Bacterium nitrificans

Chromobacterium aurantia-

niektorych bakterii

pH

Tabela

na podtozu sktadajgaym sie a badanych Sciekdow
oznaczony na podstawie zmetnienia podtoza

Zmetnienie hodowli

Wzrost
MU

Sciekach

Wzgledne

po

Z agarem (w poréwnaniu
z H20 destyl).

A) Droboustroje wyodrebni«cme ze
Podtoze kontrolno 7,
Bacillus agglomeratus 7,
Bacillus centrosporus 7,
Bacillus eirculans 7,
Bacillus disciformis 7,
Bacillus filaris 7,
Bacillus limbatus 7,
Bacillus mesentericus 7,
Bacillus mycoides 7,
Bacillus natans 7,
Bacillus nitroxus 7,
Bacillus rusticus 7
Bacillus subcuticularis 7
7
7
7

cum

Pseudobacterium furcosum
Pseudomonas gracilis
Sarcina lutea

Barcina nivea

Kultura Nr 67

Kultura Nr 69

B) Drobnoustroje wyodrebnione

w laboratorium

Podtoze kontrolne

Bacillus adhaerens
Bacillus filaris
Bacillus mesentericus
Bacillus nitroxus
Bacillus rusticus
Bacterium album
Bacterium coli

Bacterium liquefaciens
Bacterium nitrificans
Bacterium zop fii
Chromobacterium auran-
tiacum

LastObacterium pastoria-
num

Microooocus aquatilis
Pseudobacterium furco-
sum
Pseudomonas
Kultura Nr 3
Kultura Nr 77

liguida
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drobnoustrojéw

24 godzinach

Wielokrotnos¢
zmetnienia
wzgledem Scie-

kéw jatowych

Swiezych $ciekéw stodovmii

Ke) 11,2
+ 20,0
++ 259,0
+ 70,0
+++ 2.440,0
++ 606,0
+ 74,7
++ 219,8
+ 119,0

j 87,3
591,0
+ 21,5
488,0
++ 34,5
++ 417,0
- 81,3
. 27,0
700,0
‘s 800,0
.+ 26,3
. 56,2
+ 132.,4

+

+

+

Sciekéwr stodowni przeshowywanyoh prz<3z

o 31,0
. 71,5
- 74,0
A 65,0
.o 73,5
- 54,5
- 68,0
- 125,8
e 125,0
- 174,0
. 32,0
e 149,0
‘o 35,5
- 178.,6
- 88,0
- 123,0
- 125,8
- 98,0

1,00
1,79
23,10
6,25
218,00
54,10
6,67
19,62
10,62
6,90
52,70
1,92
43,70
3,08
37,20

7,25

2,41
62,50
71,40

2,35

5,02
11,81

1,00
2,30
2,39
2,10
2,37
1,76
2,19
4,05
4,03
5,62
1,03
4,80

uzywano S$Swiatta zielonego

w temperaturze 20°

wzrost bujny
wzrost dobry

wzrost umiarkowany
brak wzrostu

0,0013
0,0023
0,0296
0,0080
0,2784
0,0754
0,0085
0,0251
0,0136
0,0100
0,0675
0,0025
0,0558
0,0039
0,0476

0,0093

0,0031
0,0800
0,0914
0,0030
0,0064
0,0151

14 dni

0,0035
0,0082
0,0085
0,0074
0,0084
0,0063
0,0078
0,0144
0,0143
0,0199
0,0037
0,01?1

0,0041

0,0204
0,0078

0,0141
0,0144
0,0112

Bezwzgledne
(w poréwnaniu
Z wzorcem)

4
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nych Sciekach. Wyodrebnianie jednak z kazdej probki od

11 do 25 charakterystycznych kultur, dawato duze prawdo-

podobieistwo wyodrebnienia wiekszo$ci wyhodowanych w tych

warunkach gatunkéw drobnoustrojéow* tymbardziej ze wiele

z nich powtarzato sie w niektérych analizach kilkakrotnie.
Roéwniez zakres stosowanych przy badaniach ilosciowych

temperatur tj, 20° i 37° (w badaniach jako$ciowych réow-
niez 25° i 55°) miat znaczny wptyw na jakos¢ i ilos¢é wy-
hodowanych kolonii, gdyz temperatury te nie stanowity

optimum dla poszczeg6lnych drobnoustrojéw. Jak wykazat
Stoch (1936) na agarze bulionowym w temperaturze 37°
wyrasta okoto dwa razy mniej kolonii niz na tej samej
pozywce w temperaturze pokojowej, a 3,9 razy mniej niz
na zelatynie. Jak wiec z tego wynika, zestawione w tabeli
2 wyniki badan ilosciowych nalezy traktowaé¢ jako wyniki
przyblizone.

Wrezultacie ze $Swiezych i przechowywanych prébek
Sciekbw wyodrebniono tgcznie 111 gatunkéw drobnoustro-
jow, z ktdorych, postugujgc sie opisanymi w czes$ci dos-
wiadczalnej metodami, zidentyfikowano 72 (tabela 3)o

Réznorodnos$¢ tej mikroflory spowodowana jest ogromng
zmiennos$cig badanego Srodowiska, gdyz probki Sciekow,
inimo ze pobierane w tych samych punktach, lecz w pew-
nych odstepach czasu, mogty dotyczy¢ réznych etapéw pro-
dukcji.

Wyodrebnione szczepy bakterii wystepowaty w badanych
Sciekach w trzech formach; jako laseczki albo pateczki
lub ziarniaki. Ws$réd nich stwierdzono znaczng ilo$¢, ho
40 gatunkéw laseczek przetrwalnikujacych. Taki uktad
form bakteryjnych byt prawdopodobnie spowodowany miedzy
innymi zmiennymi warunkami bytowania w $ciekach np.
zmiang stezenia skitadnikéw odzywczych, zmiang zawarto-
S§ci tlenu, kwasowos$ci, wystgpieniem substancji trujgcych
jak HgS itp. (tabela 1). Stad prawdopodobnym wydaje sie
wystepowanie bakterii przetrwalnikujgcych, ktére moga
przetrwaé¢ niekorzystne warunki (np. wysoka temperature
warzelni). Rowniez wsrod pateczek istnieje pewna rézno-
rodnos¢, gdyz stwierdzono obecno$¢ 6 rodzajow, a miano-
wicie; Bacterium, Chromobacterium, Pseudobacterium, Pseu-
domonas, Lactobacterium, Mycobacterium. Natomiast ziar-
niaki wystgpity w 2 rodzajach; Micrococcus i Barcina.

Wyodrebnione bakterie mogg pochodzi¢ z gleby, wody,
powietrza, z surowcow roslinnych, skad wtasnie moga
dostawac¢ sie do browaru, a nastepnie do S$ciekéw. Wazna
role w uktadzie mikroflory $ciekéw piwowarskich odgrywa
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jeczmien jako surowiec i st6od jako potprodukt» Wskazuje
na to takze Smyk (1954) na podstawie badan mikroflory
stodu, wody i powietrzao Précz tego czes¢ bakterii zna-

lezionych w Sciekach pochodzito ze $ciekéw bytowo-gospo-
darczych»

Druga pod wzgledem ilos$sci gatunkéw grupg drobnoustro-
jow wyodrebnionych z badanych $ciekéw* byty plesnie (ta-
bela 3)o Prawdopodobnie pochodzity one gtdbwnie z jeczmie-
nia lub stodu* a takze z powietrza i wody, skad dostawa-
ty sie do S$ciekdw browaru» Stosunkowo matg ilos§¢é¢ gatun-
kow plesni znaleziono w badanych prébkach» By¢ moze, ze
przyczyng tego byto dodawanie do wody moczagcej CaO
w ilosci 40-50 g na hl wody moczacej i podczas mycia
jeczmienia przed jego stodowaniem» Wg Windischa (Lindner
1950) takie stezenie powstatego tugu zabija zarodniki
plesni i przetrwalniki bakterii lub uniemozliwia ich
rozwoéjo W omawianej pracy nie przebadano tego blizej»

Plesnie wystepujgce w badanych $ciekach bytly reprezen-
towane gtOdwnie przez nastepujagce rodzaje: Oospora, Peni-
cillium, Aspergillus, Mucor, sporadycznie przez Alter-
naria, Cladosporium i Fusarium»

Trzecig grupa wyodrebnionych drobnoustrojéow byty droz-
dze, ktéorych wyosobniono 9 gatunkéw» Drozdze te poréwny-
wano z wyhodowanymi czystymi kulturami drozdzy uzywanych
w produkcji» Stwierdzono, ze wyodrebnione ze S$ciekéw droz-
dze oznaczone jako Saccharomyces Carlsbergensis miaty ce-
chy bardzo zblizone do drozdzy produkcyjnych oznaczonych
w Zaktadzie jako Alx» Drozdze Saccharomyces steinerii mia-
ty cechy zblizone ao drozdzy produkcyjnych P,» Wreszcie

drozdze wyodrebnione ze $ciekdw i okreslone jako Saccha-
romyces cerevisiae mialty cechy zblizone do drozdzy pro-
dukcyjnych VBj» Rb6znice cech byty tu niewielkie i na

tej podstawie mozna sagdzi¢, ze wyodrebnione ze S$ciekow
drozdze z rodzaju Saccharomyces pochodzity z produkcji»
Inne wyodrebnione drozdze sg rozpowszechnione w przyro-
dzie jak npaRhodotorula, Pichia i Mycoderma, ktére znane
sg powszechnie jako szkodliwe w browarze drozdze kozuchu-
jace (Lindner, 1930, Schnegg, 1922)» Drozdze znajdowaty
sie prawie wytgcznie w Sciekach ogélnych browaru» 7/ Scie-
kach stodowni tylko jeden raz stwierdzono Candida myco-
derma»

W wystepowaniu poszczego6lnych gatunkéw drobnoustrojéw
w badanych dwoéch rodzajach Sciekdbw mozna zauwazy¢ tez
pewne réznice» Tak wiec 56 gatunkéw drobnoustrojow wyste-
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powato wytacznie w Sciekach ogélnych» 17 tylko w $ciekach
stodowni, za$ 38 gatunkdéw - zaréwno w Sciekach ogd6lnych
jak iw $Sciekach stodowni.

Grupa drobnoustrojow wystepujgca tylko w $ciekach
ogo6lnych byta stosunkowo duza. R6éznorodnos$é ta jest
prawdopodobnie spowodowana tym» ze $Scieki ogdélne sg mie-
szaning zuzytych woéd wszystkich dziatbw browaru oraz
Sciekéw.bytowo-gospodarczych. Ilo$¢ gatunkéw wystepuija-
cych tylko w $ciekach stodowni tj» 16 gatunkéw bakterii
i 1 plesn z rodzaju Pénicillium jest stosunkowo mata.

Grupe posSrednig stanowiag drobnoustroje wystepujgce
w obu rodzajach $Sciekbéw.

Osobng grupag bakterii sg beztlenowce ew, wzgledne tle -
nowce, ktéorych wystepowanie byto prawdopodobne przy sto-
sunkowo niewielkich ilosciach tlenu w Sciekach (tabela 1).
Stwierdzono obecnos¢ tej grupy w ilosci ok, 17% w stosun-
ku do ogodlnej ilosci bakterii. Bakterie te - przewaznie
wzgledne tlenowce - wystepowaty gtéwnie (oko 70%) w Scie-
kach ogdélnych browaru. Prawdopodobnie obecnos¢ ich moze
by¢é zwigzana z domieszka $ciekdw bytowo-gospodarczych,
gdyz wiele z nich - jak podaje Krasilnikow -wyodrebnio-
no po raz pierwszy z gnijacych materiatléw. Scieki sto-
downi nie zawieraty prawie wcale beztlenowcoéw» zapewne
wskutek wiekszej zawartosci tlenu, W grupie drobnoustro-
jow wspodélnych dla obu rodzajow $ciekdw, beztlenowce sta-
nowity ok, 12%,

Sposréd 10 wyodrebnionych z wody produkcyjnej gatunkéw
bakterii» 9 gatunkdéw znajdowato sie réowniez w Sciekach,
Mozna przypuszczac¢, ze drobnoustroje wystepujace w wodzie
jak' i w Sciekach pochodzg wtasnie z wody produkcyjnej i
wraz z nig dostajg sie do Sciekdw. Wykazujg to w swoich
badaniach Gainey (1947), oraz Prescott (1946), ktorzy

stwierdzili,ze wiele z wyodrebnionych tu rodzajéw a na-
wet gatunkéw bakterii, stanowi stata mikroflore wody
jak np, rodzaje Micrococcus i Sarcina,

Scieki piwowarskie stanowig dobra pozywke dla drobno-
ustrojow, czego dowodzi duza ich réznorodnos¢ w tych
Sciekach. Dla stwierdzenia zdolnosci wykorzystywania
substancji odzywczych $ciekbw przez drobnoustroje, prze-
prowadzono specjalne préby hodowlane, zaktadajgc ze
uzyskane zmetnienie poditoza podczas hodowli byto do
pewnego stopnia wskaznikiem zdolnos$ci ich rozwoju.

Jak wykazuje tab,4 bakterie majg roznag zdolnos¢ do
rozwoju w badanych $ciekach, W przeprowadzonych dwéch
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seriach doswiadczen, przebadano w ten sposéb 38 gatun-
kobw bakterii wyodrebnionych ze $ciekow $Swiezych i prze-
chowywanych (tab0 4A i B)o Z liczby tej 13 gatunkéw bak-
terii wystepowato tylko w Sciekach $wiezych, 9 tylko w
przechowywanych, a po 8 w obu rodzajach $ciekéwo Niekt6-
re z gatunkéw bakterii np, Bacillus disciformis (tabela
4 pozo4) wywotywaty bardzo silne, bo az 218-krotne zwiek-
szenie zmetnienia podtoza w poréwnaniu ze $Sciekami jato-
wymi, Inne Kkultury wykazywaly stabszy rozwdj, co Swiad-
czyloby o mniejszej ich zdolnosci wykorzystania substan-
cji odzywczych z tych $ciekbwo Ponadto kultury bakterii
wyodrebnione i hodowane na $ciekach przechowywanych przez
14 dni, nie wykazywatly juz tak bujnego wzrostu jak hodo-
wane na S$ciekach $Swiezych, co tatwo zauwazy¢, poréwnujac
wyniki dla tych samych szczepow zebrane w tablicy 4A i B
np.dla Bacillus filaris, Bacillus masentericus, Bacillus nitroxus
i innycho Z zestawionych liczb wynika, ze rozwdj bakte-
rii w Sciekach przechowywanych jest znacznie stabszy niz
rozwoj tych samych bakterii w S§ciekach $Swiezych, co nie-
watpliwie spowodowane jest czesSciowym wyczerpaniem sie
substancji odzywczych, tlenu i ew, mineralizacjg $ciekéw
zachodzgcg przy ich przechowywaniu.

Bakterie hodowane na podiozu ze $ciekéw stodowni, a
a wyizolowane z tychze $ciekéw wystepowaty (z matymi wy-
jatkami) w obu rodzajach $ciekéw piwowarskich, Moznaby
wiec na tej podstawie twierdzi¢, ze w Sciekach tych sta-
nowig one mikroflore nieprzypadkowa, a swoista.

Przedstawione badania dotyczg skitadu mikroflory wyo-
drebnionej ze $wiezych $ciekéw piwowarskich, jak i mikro-
flory wystepujgcej w czasie ich samoczynnego zakwaszania
i odkwaszania sie. Wydaje sie celowe, by w dalszych pra-
cach przebada¢ mozliwos¢é zastosowania wyodrebnionych kul-
tur do biologicznego oczyszczania takich $ciekéw.

Wnioski

1, W sktad mikroflory wyodrebnionej z badanych $cie-
kéw piwowarskich wchodza gtéwnie bakterie, niewielkag
ilos¢ plesni i drozdze wystepujgce prawie wylgcznie
w $Sciekach og6lnych browaru,

2, Sposréd 111 gatunkéw drognoustrojow wyodrebnionych

z badanych Sciekéw, 38 wystepowato zaré6wno w Sciekach
ogo6lnych browaru, jak i w $ciekach stodowni, 56 tylko
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w Sciekach ogélnych browaru, a 17 tylko w $ciekach sto-

downio

30 Wsrod wyodrebnionych i zbadanych szczepéw bakte-
rii stwierdzono 40 gatunkéw laseczek, 35 gatunkéw pate-
czek i 12 gatunkow ziarniakow®

4° Beztlenowce lub wzgledne tlenowce stanowity okO
17% wszystkich wyodrebnionych bakterii® Z tego 70% przy-
padato na $Scieki ogélne browaruo W Sciekach stodowni
wystepowanie beztlenowcow byto o wiele rzadsze®

5@ Badane Scieki stodowni stanowity dobrag pozywke dla
wiekszosci wyodrebnionych z nich kultur bakterii®
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Streszczenie

Praca miata na celu wyodrebnienie i zbadanie mikro-
flory wystepujacej w $Sciekach piwowarskich Swiezych,
a takze w poszczegdélnych stadiach zakwaszania i odkwa-

szania tych $ciekdow.

Badania nad mikroflorag $ciekébw piwowarskich wykazaty,
ze jest ona obfita i bardzo réznorodna.

Sposréd 111 gatunkéw drobnoustrojow wyodrebnionych w
sumie z badanych $ciekéw, 38 wystepowato w Sciekach ogodl-
nych browaru, jak i w $ciekach stodowni, 56 tylko w $cie-
kach ogélnych browaru i 18 tylko w $ciekach stodowni.

Stwierdzono przy tym, ze w skiad mikroflory wyodrebnio-
nej z badanych s$ciekéw wchodzg gtéwnie bakterie (wyizo-
lowano 87 gatunkdéw), w znacznie mniejszej ilosci ples$nie
(15 gatunkow) i drozdze (9 gatunkdéw). 40 szczepdbw wyizo-
lowanych bakterii stanowity laseczki, 35 szczepéw rdzne-
go rodzaju pateczki i 12 ziarniaki w réznych zgrupowa-
niach.

Bakterie beztlenowce Ilub wzgledne tlenowce stanowity
okoto 17% ogdélnej ilosci wyodrebnionych bakterii. Z tre-
go 70% przypadato na $cieki ogd6lne browaru«

Przy hodowli kultur bakteryjnych na podtozu z badanych
Sciek6bw, uzyskano rézny stopien rozwoju®



