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Technika współczesna stosuje rozmaite
procesy biochemiczne, a zwłaszcza procesy
fermentacyjne, np. fermentację węglowo¬
danów pod wpływem drożdży i bakteryj, w
celu wytwarzania etanolu, izopropanolu,
butanolu, acetonu, kwasu mlekowego, ma¬
słowego i t. d. Fermentacje te prowadzi się
zapomocą czystych hodowli posizczególnych
gatunków, albo zapomocą ich mieszanin
symbiotyczmych.

Do uzyskiwania czynników wzbudzają¬
cych te znane procesy służą powszechnie
znane metody bakterjologicizne (metoda
rozcieńczania Koch'a, metoda płytkowa,
sposób tuszowy według Burri'ego, kultura
kroplowa i t d.), W ten sposób wyosobnio¬
no bakterje typu Bacillus butylicus Fitz do

jednoczesnego wytwarzania acetonu i wyż¬
szych alkoholi. Sposób ten nie jest tech¬
nicznie doskonały, ponieważ bakterje te są
nadzwyczaj wrażliwe na infekcje, przy ma-
łem stężeniu materjału fermentującego
dają bardzo złe wydajności, mogą praco¬
wać wyłącznie bez dostępu powietrza
(anaerobioza), nie trawią białek z mate¬
rjału fermentującego, wymagają przeto
kosztownego dodatku białka drożdży roz¬
łożonego zapomocą Tyrothrix tenuis. Wa¬
dy podobne wykazuje wiele innych bakte¬
ryj (Zentralblatt fur Bakteriologie, część
II, tom XXIII, str. 385 — 568); wymagają
one przedewsizystkiem uprzedniego roz¬
kładu białka całego materjału fermenta¬
cyjnego zapomocą Aspergillus oryzae w



ciągu Ś — 4 dni, w celu uzyskania śred¬
niej wydajności przy małem stężeniu.

* ,' Ponadto "dc.,;wytwarzania butanolu i ace¬
tonu proponowano stosowanie bakteryj
odpornych na działanie gorąca (pat. niem.
Nir 445982) prócz tego wcześniej nieco
Schardinger wyosobnił bakterje typu Sac-

,charobutyricus mobilis non liąuefaciens,
wytwarzające butanol (Zentralbl. f. Bakt.,
część II, toin XVIII, str. 748—767). Spo¬
sób ten nie jest doskonały, ponieważ u-
trudnia dobór najsprawniej działających
bakteryj. Jeśli np. 100 probówek, zawiera¬
jących pożywkę 5% -go zacieru z mąki ku¬
kurydzowej, w temperaturze 90—100°C
zaszczepić niewyjałowioną mąką kukury-
dzamą, to zostają zabite lub osłabione ga¬
tunki wrażliwe na działanie gorąca, pomię¬
dzy któremi znajdują się gatunki technicz¬
nie najcenniejsze. Jeśli rurki te pozostawić
przez kilka dni w warunkach odpowied¬
nich do rozwoju bakteryj, a następnie o-
grzewać je, to właśnie hodowle, które wy¬
tworzyły największą ilość produktów fer¬
mentacji, a ziatem zawierające bakterje o
największej sprawności fermentacyjnej, zo¬
stają najprędzej osłabione lub zabite, po¬
nieważ butanol w temperaturze wrzenia
działa jako silny środek antyseptyczny;
ogrzewanie mogą przetrwać tylko hodowle,
zawierające mało bakteryj sprawnie dzia¬
łających, które zatem wytworzyły tak ma¬
ło produktów fermentacji (butanolu), że ich
antyseptyczne działanie w temperaturze
wrzenia nie wystarcza do zabicia bakteryj.
W rzeczywistości regresywna ta metoda
selekcyjna prowadzi do otrzymywania bak¬
teryj bardzo wrażliwych na zakażenie i
mogących przefermentowywać jedynie za¬
ciery o słabem stężeniu (np. 5—8% kuku¬
rydzy; Industrial and Engineering Che-
mistry, październik 1927, str. 1147) z wy¬
dajnością około % zawartości skrobi w ma-
terjale fermentacyjnym. Dlatego też i te
sposoby są kosztowne i wadliwe.

Obecnie wykryto, że do otrzymywania

szczególnie sprawnych hodowli wywołują¬
cych fermentację, odpornych na działanie
produktów fermentacji, nadaje się opisana
poniżej metoda selekcyjna, ponieważ u-
możliwia ona otrzymywanie bakteryj mało
wrażliwych na zakażenie, które przy Wy¬
sokiem stężeniu materjału fermentacyjne¬
go dają znacznie większe wydajności, niż
według dotychczas znanych sposobów, oraz
mogą przefermentowywać surowce dowol¬
nego pochodzenia, t. j. posiadają wszelkie
zalety drożdży gorzelnianych. Sposób we¬
dług wynalazku polega na tern, że do prób¬
ki izacieru, przeznaczonej do selekcji, doda¬
je się produktu, jakiŁzamierza się otrzymać
przez fermentację. Ten dodatek selekcyj¬
ny zapobiega rozwojowi bakteryj, wrażli¬
wych na jego działanie, natomiast sprzyja
rozwojowi gatunków, mogących wytwarzać
żądany produkt. Przez odpowiednie stęże¬
nie dodatku selekcyjnego można zapobiec
rozwojowi mniej sprawnych gatunków od¬
pornych tylko na słabsze stężenia tego pro¬
duktu, oraz przyśpieszyć rozwój odmian
odpornych na wyższe stężenia produktu
fermentacji, a przytem zdolnych do wy¬
twarzania tego produktu w wysokich stę¬
żeniach, bez szkody dla dalszego przebie¬
gu procesu fermentacji. Ponieważ sposób
ten nie wymaga stosowania wysokiej tem¬
peratury, zapewnia on przeto otrzymywa¬
nie szczególnie sprawnych, wrażliwych na
gorąco odmian. Samoczynnie przebiegający
dobór uzupełnia się jeszcze przez systema¬
tyczny wybór i przeszczepianie bakteryj
szczególnie sprawnych, przy jednoczesnem
wyłączaniu odmian nieodpowiednich zna-
nemi metodami bakterjologicznemi.

Ponadto w przeciwieństwie do stosowa¬
nia czystych hodowli oraz ich mieszanin
symbiotyciznych korzystne jest stosowanie
takich kultur mieszanych, których drobno¬
ustroje żyją w pseudosymbiozie i w meta-
biozie, t. j. obok siebie, jednakże nie zawsze
muszą sobie towarzyszyć (pseudosymbio-
za) i mogą nawzajem przerabiać dalej swe

- 2 —



produkty rozkładu oraz przemiany mater ji
(m&tabioza). Korzystne jest również całko¬
wite stosowanie hodowli lulb większej ich
części nie w stanie zawieszonym lub zwią¬
zanym z materjałami niestrawnemi, lecz
wiązanie ich ze stałemi, biochemicznie
strawneani nośnikami (np. cząstkami ro¬
ślin), które zresztą mogą się swobodnie
poruszać, wskutek czego powstaje t. zw.
mikropiknkton. W roztworach bakterje po¬
siłkują się tylko materjałami rozpuszczo-
nemi, natomiast w mikroplanktonie mają
również materjały nierozpuszczone, zwła¬
szcza substancje białkowe, umożliwiające
wyzyskanie wszystkich fermentów bakte¬
ryjnych, a dzięki temu zapewniające więk¬
szy efekt fermentacji.

Według sposobu stanowiącego przed¬
miot niniejszego wynalazku stosuje się wy¬
łącznie bakterje lub mieaziane hodowle
pseudosymbiotyczne, odporne w wysokim
stopniu na produkty fermentacji, a otrzy¬
mywane zapomocą metody selekcyjnej,
która polega na tern, że bakterjami, znaj-
dującemi się ma nośnikach naturallnych
(ziemia, nawóz, ziarna zbożowe) zasiewa
się wraz z naturalnemu ich nośnikami prób¬
kę zacieru, zmieszaną z produktem fermen¬
tacji w charakterze dodatku selekcyjnego,
następnie zaszczepione na zacierze bakte¬
rje hoduje się, poczem wybiera takie prób¬
ki, które fermentują najsilniej i zawierają
bakterje o normalnym wyglądzie i posiada¬
ją nieziarnistą protoplazmę. Najwłaściwiej
stosować jest takie próbki, które wykazu¬
ją zaczątki powstawania planktonu, przy-
czem w razie potrzeby przeszczepia się wy¬
brane najsilniej fermentujące próbki za¬
cierowe na świeże takież próbki, zmie¬
szane z tym samym dodatkiem selekcyj¬
nym, powtarza hodowanie zaszczepionych
bakteryj i prowadzi w ciągu dalszym w
tych samych warunkach ich selekcję oraz
przeszczepianie, aż do uzyskania jednako¬
wych technicznie wydajnych hodowli, od¬
pornych na produkty fermentacji.

Jeśli przy otrzymywaniu czynników,
Wzbudzlających fermentację, postępować
zgodnie z wyłożonemi zasadami (unikanie
ogrzewania/stosowanie produktu fermen¬
tacji — jako dodatku selekcyjnego, pseu-
dosymlbioza, metabioza, niikroplankton) to,
jak się okazało w porównaniu z dotychcfca-
sowemi sposobami, osiąga się następujące
zalety przy prowadzeniu procesów fermen¬
tacyjnych oraz innych procesów bioche¬
micznych.

1. Otrzymane hodowle są bardzo odpor¬
ne na wpływy zewnętrzne. Np. zarazki zo¬
stają natychmiast zaatakowane, a ich dzia¬
łanie infekcyjne odrazu na początku stłu¬
mione.

2. Zmieniając odpowiednio ilość do¬
datku selekcyjnego, można otrzymać pobu-
dziające fermentację czynniki o różnej
zdolności fermentacyjnej, reprezentujące
obszerną skalę naturalnych iprocesów roz¬
szczepiania i utleniania, i mogące pod
względem ilościowym oraz jakościowym w
dużym stopniu wpływać na przebieg proce¬
sów biochemicznych. Dzięki temu umożli¬
wione jest również racjonalnie prowadze¬
nie tych procesów w celu otrzymywania
zupełnie określonych produktów oraz
zwiększone wytwarzanie tychże kosztem
innych niepożądanych produktów.

3. Dzięki metabiotycznym właściwo¬
ściom wywołujących fermentację hodowli,
otrzymywanych metodą Bakony'iego, nie¬
użyteczne produkty fermentacji usuwa się
albo przekształca w pożyteczne.

4. Dzięki bez porównania większej
sprawności tych Wzbudzających fermenta¬
cję hodowli czas trwania fermentacji jest
bardzo krótki.

5. Odporność przeciwko produktom
fermentacji, nabyta dzięki tej metodzie se¬
lekcyjnej, jak również zmazane z metabio¬
za usuwanie szkodliwych produktów prze¬
miany materji zapewniają utrzymywanie
znacznie wyższych stężeń, niż przy dotych¬
czasowych sposobach, ponieważ, jak yrią-
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domo, te szkodliwe produkty przemiany
materji powodują częstokroć przedwczesne
zakończenie procesów biochemicznych.

Pfzy prowadzeniu innych (niż procesy
fermentacyjne) procesów biochemicznych
zastosowanie wyżej opisanych zasad za¬
pewnia te same korzyści.

Przykład I. Naturalne nośniki bakteryj
(części roślin, humus, wydzielmy zwierząt
roślinożernych i t. d.) zalewa się wodą z
wodociągu lub wyjałowionym zacierem, po-
czem dodaje się niewielką ilość, np. 1 do
2% środka chemicznego, najlepiej produk¬
tu fermentacji, który zamierza się otrzy¬
mać w drodze fermentacji, a więc np. bu¬
tanolu. (Jeśli zapomocą fermentacji ma się
otrzymać kilka produktów, to można do¬
dawać mieszaninę tych produktów, zamiast
produktu pojedynczego). Dodatek ten za¬
pobiega rozwojowi wszystkich bakteryj
nieodpornych na działanie butanolu. Prób¬
ki materjału posiadanego hoduje się w cią¬
gu mniej więcej 24 godzin. Można przy-
tem stosować temperatury do 70°C, naj¬
odpowiedniejsze są jednak temperatury od
28° — do 38°C. Po 24 godzinach wszyst¬
kie przefermentowane próby stanowią mie¬
szaninę rozmaitych odpornych na działa¬
nie butanolu bakteryj, które w daltezym
ciągu opisu nazywać się będą ,,florą buta-
noiową" użytego maturalnego nośnika bak¬
teryj. Wszystkie te próbki bada się na¬
stępnie pod mikroskopem i wyłącza wszyst¬
kie te, w których drobnoustroje stanowią
w większej ilości mocno zdegenerowane
(ziartiiste lub znieksztlałcone) indywidua.
Do dalszego użytku stosuje się tylko takie
„próbki flory", których bakterje posiadają
jednorodną protoplazmę i kształty normal¬
ne — dwie cechy świadczące o tern, że roz¬
maite gatuaki mogą przynajmniej istnieć
obok siebie. Przy poWtórnem badaniu mi-
kroskopowem wybiera się próbki flory, w
których bakterje wykazują dążność do
tworzenia zespołów planktonowych.

Terafi próbkami flory zaszczepia się wy¬

jałowione próbki zacieru, zawierające rów¬
nież 1 — 2% stosowanego dodatku selek¬
cyjnego. Upnlzedniego ogrzewania tych
prób, stosowanego przy pewnych dotych¬
czasowych sposobach hodowania (np. pat.
niem. Nr 445982) należy starannie unikać,
ponieważ, jak się okazało, prowadzi ono do
osłabiania, a nawet zabicia bardzo ważnych
gatunków wrażliwych na gorąco, oraz do
całkowitego zniszczenia zalążków plankto¬
nu. Zaszczepione na zacierze bakterje ho¬
duje się ponownie przez 24 godziny, po-
czem powtarza się wyżej opisany mikro¬
skopowy wybór według normalnego wy¬
glądu oraz intensywności i częstości two¬
rzenia planktonu. Wybrany materjał szcze¬
pi się dalej w taki sam sposób na próbkach
wyjałowionego zacieru z dodatkiem selek¬
cyjnym, i przefermentowane próby wybie¬
ra się znowu pod mikroskopem. Zabiegi te
powtarza się aż do otrizymania hodowli,
wyglądających zupełnie normalnie i wyka¬
zujących silną dążność do tworzenia plank¬
tonu, f !

Przy pomocy tych hodowli uskutecznia
się doświadczenia fermentacyjne, przy-
czem do zacieru dodaje się uprzednio rów¬
nież około 1 — 2% dodatku selekcyjnego.
Następnie z pośród prób zacierowych wy¬
biera się te, które przefermentoWały naj¬
szybciej i w odpowiedni sposób określa się
np. zapomocą destylacji jednej z tych pró¬
bek, pobranej aseptycznie, najwyższą za¬
wartość w nich żądanych produktów fer¬
mentacji, w tym przypadku butanolu. Te
próby fermentacji stosuje się do dafezych
prób fermentowania, i doświadczenia te po¬
wtarza się aż do osiągnięcia największej
wydajności w najkrótszym czasle fermen-
towania.

Następnie stopniowo obniża się stęże¬
nie dodatku selekcyjnego, aż wyżej wspo¬
mniany cel da się osiągnąć zupełnie bez
dodatku selekcyjnego.

Wreszcie stężenie zacieru przeznaczo¬
nego do fermentacji, zwiększa się, dopóki
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to jest możliwe, bez obniżenia wydajności
i bez przedłużenia cziasu trwania fermen¬
tacji.

Ostateczny wynik selekcji można oczy¬
wiście jeszcze spotęgować przez dalsze wy¬
dzielanie hodowli mniej odpornych na za¬
każenie.

Przykład II. Drogę selekcyjną, podaną
w przykładzie I, można skrócić w sposób
następujący.

Otrzymaną florę, np. powyższą florę
buitanolową, przerabia się dalej zapomocą
jakiejkolwiek metody hakterjoiogicznej,
np. metodą płytkową, t. j. poszczególne ko-
lonje, znajdujące się na płytkach bada się
w obecności środka selekcyjnego, stosowa¬
nego do przygotowania danej flory, na ich
sprawność w wyjałowionych próbach za¬
cierui tylko bardzo wydajne hodowle pod¬
daje się w razie potrzeby dalszym zabie¬
gom selekcyjnym.

Przykład III. Prowadzenie fermentacji
rozszczepiającej w celu otrzymywania eta¬
nolu, propanolu, izopnopanolu, butanolu,
izobutanolu, acetonu i t. d. lub ich miesza¬
nin zapomocą hodowli, otrzymanych we¬
dług przykładów I i II odbywa się w na¬
stępujący sposób:

Rozdrobnione materjały, zawierające
skrobię lub cukier, zawiesza się w wodzie,
przyczem można zachować zwykłe stęże¬
nie stosowane w gorzelniach. Skrobię żela¬
tynuje się przez gotowanie i ochładza do
temperatury odpowiedniej do selekcji ho¬
dowli fermentacyjnej. Następnie dodaje
się hodowlę fermentacyjną, wywołującą
silną fermentację, która kończy się najpóź¬
niej po 40 godzinach. Otrzymywanie pro¬
duktów uskutecznia się w drod"ze destyla¬
cji. Pnzy stężeniu np. 12 — 15% kukury¬
dzy (z 60% skrobi) wydajność alkoholi i
ketonów wynosi 40 — 45% użytej skro¬
bi.

Roztwory cukrowe (np. melasę) zadaje
się papką roślinną, aby umożliwić tworze¬
nie się planktonu.

Przykład IV. Aby wywołać fermenta¬
cję utleniającą, należy zmienić opisaną me¬
todę selekcyjną, dodając wolny kwas or¬
ganiczny (mlekowy, masłowy, octowy), za¬
leżnie od rodzaju żądanego produktu.
Prócz tego powstający kwas zobojętnia
się kredą, wodą, amonjakiem i t. d, skoro
stężenie tego kwasu przekroczy 2%.

Wolny kwas, dzięki temu zawsze obec¬
ny, działa jako swoisty dodatek selekcyj¬
ny i pmwadzi do otrzymywania hodowli
wysokoodpoirnych na działanie kwasów.
Przy prowadzeniu procesu otrzymywania
kwasów organicznych dodaje się taką utle¬
niającą hodowlę do zacieru i zobojętnia
stale wytwarzający się kwas, sikoro stęże¬
nie jego przekroczy 2%. Praca aseptyczna
jest tu zbyteczna, ponieważ hodowle o-
trzymane opisaną metodą selekcyjną są
bezwzględnie odporne na zakażenie. Wy¬
tworzone kwasy uwalnia się i uzyskuje w
stanie czystym w sposób zwykły.

Zastrzeżenia patentowe.

1. Sposób prowadzenia procesów bio¬
chemicznych, a zwłaszcza procesów fer¬
mentacyjnych, zapomocą bakteryj wytwa¬
rzających alkohole, względnie kwasy, lub
zapomocą hodowli miesizanych tychże bak¬
teryj, znamienny tern, że stosuje się wy- -
łącznie bakier je lub hodowle mieszane
pseudosymbiotycżne, o wysokiej odporno¬
ści względem produktów fermentacji, któ¬
re otrzymuje się zapomocą metody selek¬
cyjnej, polegającej na tern, że próby zacie¬
rowe, zawierające produkt fermentacji w
charakterze dodatku selekcyjnego, zasiewa
się bakterjami wraiz z naturalnemu nośni¬
kami tych bakteryj i następnie hoduje za¬
szczepione próby zacierowe, fermentujące
najsilniej i zawierające wyglądające nor¬
malnie balterje o nieziannistej protopla-
zmie oraz wykazujące dążność do tworze¬
nia planktonu.

2. Sposób według z&strz. 1, znamien-
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ny tern, że wybrane fermentujące najsil¬
niej próby zacierowe przeszczepia się na
świeże próby zacierowe, zmieszane z tym
samym dodatkiem selekcyjnym, ponownie
je hoduje i uskutecznia dalej selekcję oraz
ponowne przeszczepianie w tych samych
warunkach aż do uzyskania jednakowych

technicznie wydajnych hodowli o wyso¬
kiej odporności na produkty fermentacji.

Deutsche Hydrierwerke
Aktiengesellschaft.
Zastępca: M, Skrzypkowski,

rzecznik patentowy.

Druk L. Bo#usław»lrief?o i Ski, Warszawa.
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