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Vec je tehnicki iskoriséen ¢itav niz peo-
znalih biohemijskih procesa, narocito pro-
cesa vrenja, na pr. previranje ugljenih hi-
dratel pomocu kvasca i baklerija, radi pro-
izvodenja elanola, izoprapanola, bulanola,
acelong, mlecne kiseline, buterne kiseline
i L.d. Qva vrenja se sprovode pomoéu ci-
stih kultura pojedinih vrsta ili pomocu nji-
hovih simbioti¢ckih me3avina.

Za dobijanje izazivata vrenja poznatih
procesa sluZe opste uobiCajene metode u
bakleriologiji (Kohova meloda razblazava-
nja, meloda ploca, postupak daSem po
Burri-u, kullura kapljica i L d.). Tako su
se bakterije tipa Bacillus bulylicus Fitz izo-
lisale za istovremeno izvodenje acetona i
visih alkohola. Ovaj postupak je tehnicki
nesavrsen, posto su bakterije veoma osel-
ljive prema infekcijama, posto pri neznal-
nom koncentrisanju materije u vrenju daju
rdavo iskoriscenje, poSlo rade samo pri
apsolutnom iskljuéenju vazduha (anerobia),
poSlo ne mogu da svare belancevine iz
malerijala u vrenju i sloga zahlevaju skupa
dodatak kvasca dobivenog sa Tyrothrix te-
nuis. Veliki broj drugih baklerija (Zenlral-
blett f. Bakteriologie II Abt, XXIII Bd. S.
385 —568) pokazuju slicne nezgode: one za-
htevaju pre svega prethodno poviacenje
belanéevine celog malerijala za previranje
pomoc¢u Aspergillus orysae za vreme od
3—4 dana, da bi se posliglo osrednje is-
koriS¢enje pri neznalnoj koncenirisanosli.
Dalje se predlagala za izvodenje bulenola

i acelona upolreba bakterija olpornih pre-
ma loploii (D.R.P. 445982), isto kao $to
je ve¢ pre loga Schardinger izolisao bak-
terije lipa Sacharobilyricus mobilis non li-
quefaciens, koje proizvode butanol (Zen-
ir iblatl [. Bakt. II. Abt,XVIII Bd. S. 748—
67). Ovaj poslupak je nesavrien, posto ga
sprecava izbor bakferija veoma nesposob-
nih za dejstvo. Ako se naime kalemi 100
cevcica pri 90—100° sa nestirilizovanim
kukuruzniin brasSnom, lo vrsle oselljive u
foploti odmah oslabe ili budu ubijene, medu
kojima se ba$ nalaze tehnicki najsposob-
nije vrsle. Ako ove cevéice sada budu ga-
jene nekeliko dana i tada budu izloZene
postupanju foplofom, to bivaju upruvo kul-
lure, u kojima je obrazovana najveéa koli-
¢ina proizvoda vrenja, koje dakle, sadrze
najsposobnije bakierije, najbrZe oslabljene
ili ubijene, posto prisustni bulanol pri top-
loli kuvanja deluje kao vrlo jak antisepti-
kum, samo fakve kulture mogu preZiveli
zagrevanje, u kojima su odrasle baklerije
sa malom sposobno&éu za dejstvo, koje su
tako malo produkata vrenja (bulanolo) o-
brazovale, da njihovo anlisepti¢no dejsivo
pri toploti kuvanja nije dovoljno za ubija-
nje baklerija. Stvarno vodi ova regresivna
selektivaa meloda ka bakterijama, koje su
veoma oselljive prema infekcijama i samo
kljukove male koncenlirisanosti (napr. 5—8/,
kukuruza; Industial and Engineering Che-
mistry, Okl 1927, S.1147) mogqu prevreti
sa iskoriS¢enjem od priblizno '/, sadriine
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skroba malerijala za previjanje. Stoga su i
ovi postupci skupi i nesavrSeni.

Sad je nadeno, da je za poslizanje na-
rocito sposobnih izazivaca vrenja, veoma
otpornih prema produklima vrenja podesna
nize opisana selektivna metodas, posto ona
dozvoljava dobijanje takvih baklerija, koje
su malo oselljive prema infenkcijama pri
visokoj koncenirtsanosti malerijala ca pre-
viranje, i daju mnogo veca iskoriséenja no
dosadanji poslupci i mogu prevreli sirovi-
ne svakog porekla, jednom reci, pruzaju sva
preimucstva pecenja kvasca. Ovaj poslupak
sastoji se u tome, $to se probi kljuka, ko-
ja sluzi za odabiranje (selekciju) dodaje
produkat, koji itreba da se proivede vre-
njem. Ovaj dodalak za selekciju sprecava
ras¢enje takvih baklerija, koje su osetljive
prema selektivnom dodalku, ali povladuje
razvijanje takvih vrsta, koje mogu da pro-
izvedu dolicni produkal. Pomocu podesnih
koncenlrisanosti selektivhog dodatka pola-
zi za rukom lakode, da se spreci razvijanje
manje sposobnih vrsta, koje su olporne sa-
mo prema neznatnim koncentrisanostima
proizvoda, i da se pomogne iskljucivo ra-
zvijanje takvih vrsta, koje su olporne pre-
ma visim koncentrisanoslima proizvoda vre-
nja i, dakle, i same mogu proizvoditi do-
ticni produkat u viSim koncenlrisanoslima,
a da poslali proizvod ne sprecava dalji pro-
ces vrenja. PoSto postupanje toplotom pri
ovom postupku nije polrebno, zajemceno
je i dobijanje narocilo sposobnih, oseltlji-
vih prema toploti, vrsta. Postupkom nastu-
pajuce, progresivno aulomalski lekuce oda-
biranje, biva dopunjeno jo$ sistematskim
izborom i prekalemljivanjem narocilo spo-
sobnih kullura pod izdvajanjem nepodesnih,
po poznalim bakterioloskim postupcima.

U daljem donosi sobom — prema upo-
trebi ¢&istih kultura i njihovih simbioti¢kih
meSavina upoftreba lakvih meSavina kul-
tura velike koristi, u kojima mikroorga-
nizmi medusobno zive u pseudo sim-
biozi i melabiozi, 1. j.uspevaju jedno po-
red drugoga, a da nisu upuceni jedno
na drugo (pseudosimbioza) i u stanju su,
da proizvode eksploalisanja i proizvode
izmene materija uzajamno dalje preraduiu
(metabioza). Takode je korisno, ako bakle-
rije ili vec¢i deo istih ne bude upolrebljen
da lebdi slobodno ili da je vezan na ne-
ulralne materije, nego da su vezane na
cvrste, biohemiski netalozljive nosioce (na
pr. biljne delice), koji u ostalom mogu biti
slobodno pokrelni, usled cega poslaje la-
kozvani mikroplankion. U rastvorima imaju
bakterije na raspoloZenju samo raslvorene
malerije, dok se u mikroplanktonu nalaze
i neraslvorene materije, narocito belance-
vine, koje omoguéuju uposlenje i iskorisée-

nje svih fermenata bakterija i lime izaziva-
ju efekal vrenja.

Prema tome sastojl se postupak po pro-
nalasku u tome, da se upotrebljuju isklju-
¢ivo baklerije ili pseudosimbioticne kullure
mesavina, koje su veoma olporne prema
proizvodima vrenja i koje se mogu dobiti
sledecom seleklivnom melodom:

Kalemljenje kljukove probe, pomeSane
sa proizvodom vrenja kao selektivnim do-
daltkom, sa prirodnim nosiocima baklerije,
gajenje kljukovih proba i izbor kljukovih
proba, koje najjace previru i sadrze bakle-
rije koje izgledaju normalno sa podjedna-
kom nezrnaslom protoplazmom. Dobro je da
se upolrebljuju takve, koje pokazuju naklo-
nosl za obrazovanje planktona, pri Cemu
se u potrebnom slucaju izabrane uskome-
Sale kljukove probe prekalemljuju u sveie
kljukove probe, pomeSane sa istim selek-
tivnim dodatkom, gajenje se ponavija i
izbor i prekalemljivanje se naslavlja pod
istim uslovima, dok se ne dobiju jedinstve-
ne tehnicki sposobne za dejstvo kulture,
koje su veoma olporne prema proizvodima
vrenja.

Ako se kod dobijanja izazivaca vrenja
postupa po pomenulim osnovnim pravilima
(izbegavanje zagrevanja, proizvod vrenja
kao selektivni dodatek, pseudosimbioza,
melabioza, mikroplankion) to se dobivaju‘
kao Sto se pokazalo, prema dosadanjim
postupcima sledeca preimucsiva kod spro-
vodenja procesa vrenja i drugih biohemis-
kih procesa:

1. Dobiveni izazivaci su veoma otporni
prema spoljasujim uficajima. Upadnici (na-
metljivci) su na pr, odmah napadnuli i nji-
hovo infektivno dejstvo biva uniSleno u sa-
mom pocelku.

2. Podesnom varijacijom selektivnog do-
datka mogu izazivadi vrenja bili dobiveni
sa najraznovrsnijim sposobnostima za vre-
nje, koji predstavlaju celu bogatu skalu pri-
rodnih procesa cepanja i oksidisanja i u
kvalitativnom odnosu mogu da uticu u si-
rokim razmerama na tok biohemiskih pro-
cesa. Time je moguce svesno vodenje ovih
procesa, dobijanje potpuno odredenih pro-
izvoda, povecanje njihovog proizvodenja na
racun drugih nezeljenih proizvoda.

3. Pomocu metabionistickih osobina izo-
zivaca vrenja dobivenih po Bakony-ovoj
meltodi, olklanjaju se nekorisni proizvodi
vrenja odnosno prelvaraju se u korisne.

4. Usled nesravnjeno jaée virulence ovih
izazivaCa vrenja izlazi se na kraj sa vrlo
kratkim vremenima vrenja.

5. Ovom seleklivnom melodom zajamce-
na olpornost prema proizvodima vrenja,
kao i sa metodom vezano otklanjanje skod-
ljivih proizvoda izmene malerija, dozvolja-



va odrzavanje daleko vecih koncenfrisano-
sli, no 3lo je ovo moguce kod dosadanjih
postupaka, posto, kao Slo je poznalo, ovi
proizvodi izmene malerija, koji smelaju,
¢eslo pricinjavaju prevremeni kraj ovih bio-
hemiskih procesa.

Kod sprovodenja drugih biohemiskih po-
slupaka osim procesa vrenja je primena
gore opisanih osnovnih pravila vezana sa
istim koristima (preimuéstvima).

Primer 1. Prirodni nozioci bakterija (bilj-
ni delovi, humus, izmeti biljozdera ild.) pre-
livaju se vodovodnom vodom ili sterilnim
kljukom i na to se dodaje neznaina koli-
¢ina, na pr.1—2°, kakvog hemiskog sred-
stva, najbolje proizvoda vrenja, koji treba
da bude proizveden vrenjem na pr. buta-
nol. (Isto tako mogu, naravno, u slucaju
da vrenje freba da da viSe odredenih pro-
izvoda, bili dodane meSavine ovih materi-
ja namesto jednog jedinog). Ovim dodat-
kom se sprecava razvijanje svih bakferija,
koje nisu otporne prema butanolu. Probe
se gaje oko 24 ¢asa. Mogu se pri tom u-
potrebili temperalure do 70 najbolje su
ipak takve, koje su izmedu 28 i 38° Posle
24 casa predslavljaju sve uskomeSane pro-
be prethodno nediferenciranu meSavinu
najraznovrsnijih baklerija otpornih prema
butanol-u, koje mogu bili obelezene kao
,butanol-flora“ upolrebljenog prirodnog no-
sioca bakterija. Ove flora-probe se mikro-
skopidu, pri ¢emu se izdvajaju sve takve,
u kojima se moze videli veci broj jako
degenerisanih (zrnastih ili deformisanih)
individua. Samo se takve flora-probe upo-
trebljuju dalje, kod kojih baklerije pokazu-
ju ravnomernu protoplazmu i normalne obli-
ke — dva znaka za lo, da su razne vrste
medusobno bar snosljive,

Ponovnim mikroskopskim pregledom oda-
biraju se one flora-probe, u kojima bakleri-
je pokazuju naklonosli za obrazovanjem
planktona.

Sa ovim flora-probama kaleme se steri-
lizovane kljukove probe, koje su isto lako
pomeSane sa oko 1—2%, upolrebljenog
selektivnog dodatka. Prethodno zagrevanje
ovih proba, kao 3lo je to obicaj kod izves-
nih dosadanjih meloda gajenja (na pr. D.
R. P. 445982), mora biti strogo izbegavano,
jer moze dovesli do slabljenja ili ubija-
nja, kako se pokazalo, vrlo vaznih vrsli
oselljivih na toploti i do polpunog razore-
nja naklonosti za planklon. Kalemljenje
kljakove probe se ponovo gaje 24 Casa,
posle Cega se ponavlja gore opisani mi-
kroskopski izbor prema normalnom izgledu
i intenzitelu i obilnosli obrazovanja plank-
tona. Izabrani materijal se na isti nacin
kalemi dalje u sterilne, sa seleklivnim do-
datkom pomesane kljukove probe i usko-

me3ale probe podvrgavaju se daljem mi-
kroskopskom izboru. Ove mere se ponav-
ljaju dotle, dok se ne dobiju kulture, koje
pokazuju polpuno normalnog izgleda i jako
obrazovanje planktona.

Sa ovim kulturama se sad prireduju og-
ledi vrenja, pri cemu se kljukovoj probi
za previranje dodaje islo tako unapred
1—2°/, seleklivnog dodatka. Tada se oda-
biraju medu ovima takve kljukove probe,
koje su najbrie provrele, i opredeljuju na
podesan nacin, na pr. destilisanjem probe
odatle asepli¢no uzele, one, koje pokazuju
najvecu sadrzinu u Zeljenim proizvodima
vrenja, u ovom slucaju butanola. Ove probe
vrenja se upolrebljuju za dalje oglede
vrenja i ogledi se dotle ponavijaju, dok se
ne postigne maksimalno iskoriscenje pri

‘minimalnom trajanju vrenja.

Tada se postepeno smanjuje koncenlri-
sanost seleklivnog dodatka, dok se pome-
nuli cilj ne postigne potpuno bez selek-
livnog dodalka. '

Najzad se povecava koncentrisanost klju-
kove probe, koja freba da prevre, dokle
god je ova mogucéa bez smanjivanja isko-
riS¢enja i bez prodiZenja lrajanja vrenja.

Kranji rezullal selekcije moze bili ra-
zume se, jo§5 povecan daljim izdvajanjem
kultura manje olpornih prema infekciji.

Primer 2. U primeru 1 navedeni selektivni
nacin (pul) moze bili skracen na sledeci
nacin :

Dobivena flora, na pr. gornja butanol-flo-
ra preraduje se dalje po jednoj poznaloj
baklerioloskoj metodi, na pr. metodi plo-
¢a, L. j. pojedine kolonije, koje se na-
laze na plotama, ispiluju se u prisustvu
seiekltivnog dodatka upotrebljenog za pri-
premanje flore u pogledu na njihovu spo-
sobnost za dejstvo u sterilnim kljukovim
probama i samo kulture sposobne za dej-
stvo podvrguju se evenfualnoj daljoj se-
lekciji ako je polrebno.

Primer 3. Sprovodenje vrenja cepanjem
za izvodenje elanola, propanola, izopropa-
nola, butanola, izobutanola, acetona il.d.
ili njihavih meSavina pomoc¢u kultura dobi-
venih po 1. i 2. primeru vrii se na sledeéi
nacin:
 Materije, koje sadrze skrob ili Secer sus-
pendiraju se u isilnjenom stanju u vodi,
pri cemu moze bili zadrzano uobicajeno
koncenliisanje pelenjem. Skrob se kuva-
njem zelaliniSe i ohladi se na seleklivnu
temperaluru izazivaca vrenja. Tada se iz-
vriuje dodatak izazivaca vrenja, koji iza-
ziva snazno vrenje, koje je najdalje posle
40 ¢asova potpuno svrseno. Dobivanje pro-
dukata deSava se deslilisanjem. Pri kon-
koncentrisanosti od na pr. 12—15"/, kuku-
ruza (sa 60"/, skroba) iznosi iskoriScenje



(dobif) u alkoholima i kelonima 40—45°/,
od upotiebljenog skroba.

Rastvori, koji sadrze Secera (na pr. me-
lasa) meSaju se sa biljnom kaSom radi
omogucavanja obrazovanja planktona.

Primer 4. Ako se hoée da izazove oksi-
daciono vrenje, lo se menja gore opisana
selektivna metoda na taj nacin, 3to se do-
daje slobodna orgaska kiselina (mlecna ki-
selina, buterna kiselina, sircelna kiselina)
prema vrsli Zelienog produkta. Osim toga
se postala kiselina, ¢im prode koncentri-
sanost od 2° , neutraliSe sa kredom, so-
dom, amonijakom il. d. Na ovaj nacin
slobodna Kkiselina, koje uvek ima, deluje
kao narociti seleklivni dodatak i vodi ka
kulurama veoma otpornim prema kiselini.
Pri sprovodenju procese, koji vodi izvo-
denju organske kiseline dodaje se takva
oksidaciona kultura kljukai stalno se neu-
traliSe i ovde poslala kiselina, u koliko
ona prelazi preko 2°/.. Asepliéan rad je
pri tom izliSan, poSto su kulture, dobivene
prema opisanoj selektivnoj metodi, apso-
lutno otporne protiv infekcija. Postale ki-

seline stavljaju se u slobodu i dobijaju se
¢iste na uobicajen nacin.

Patentni zahtevi:

1. Postupak za izvodenje biohemiskih
procesa vrenja, pomocu ¢istih kultura,
bakterija ili sme3a ¢&istih kultura, nazna-
c¢en tlime, Sto se upotrebljuju samo lakve
kulture, koje su otporne prema produktima
vrenja i dobijaju se na ftaj nacin, Slo se
sterilne probe kljuka najpre me3aju sa 1"/,
produkia vrenja (na  pr. bulanola), zalim
inficiraju sa prirodnim nosiocima bakterija
(krompir, zito, zemlja, izmet) i posle 24-
casovnog vrenja uzimaju se probe kljuka,
koje najjae previru i sadrie bakterije,
koje izgledaju zdrave.

2. Postupak po zahtevu 1 naznalen lime,
Sto se izabrane probe kljuka, koje su po-
cele vrefli, prekalemljuju u probe kljuka,
kojima je dodata ista selekcija, i Slo se
gajenje ponavlja, a izbor i prekalemljivanje
nastavlja pod istim uslovima, dok se ne
dobiju jednostavne tehnicki sposobne kul-
ture, koje su vrlo otporne prema produk-
fima vrenja.



