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OPSOMMING

Hierdie ondersoek was onderneem om die gehalte van aktiewe droé#

brouersgis, wat in Suid-Afrika bemark word, na te gaan,

Die invloed van verskeie faktore op die totale lewensvat-—
bare gisseltelling en totale lewensvatbare pnie-kultuur" gis-
seltelling van aktiewe dro& brouersgis is bepaal. Dit is ge-
vind dat 99 ml fisiologiese soutoplossing, by 4200, die geskikste
rehidrasievloeistof vir aktiewe droé& brouersgis is. Dit word
aangetoon dat die totale lewensvatbare gisseltelling toeneem
hoe langer die aktiewe droé& brouersgissuspensie by temperature
net laer as 42°C gehou word. Die temperatuur van die sekondére
verdunningsvloeistof beinvloed nie die totale aantal lewensvat-

bare gisseltelling nie.

Dit is gevind dat terwyl die totale gisseltelling per
gram aktiewe dro€ gis, soos met 'n Coulter telapparaat bepaal,
tussen 21,8 x 109 en 52,8 x 109 gevarieer het, het die totale
lewensvatbare gisseltelling tussen 19,3 x 1O9 en 39,8 x 109
gevarieer. Die totale ,nie-kultuur" gisseltelling per gram
aktiewe dro& brouersgis het tussen 11,7 x 102 en 90,2 x 105

gevarieer.

Die totale lewensvatbare bakterietelling per gram aktiewe
dro& gis het tussen 30,0 x 102 en 12,9 x 108 gevarieer terwyl
die totale suurbestande bakterietelling tussen O en 83,4 x 107

gevarieer het.

Geeneen van die aktiewe dro& gismonsters wat ondersoek

is, het Escherichia coli tipe I of asynsuurbakterie& bevat nie.

Om 'n aanduiding van die aktiwiteit van aktiewe dro#
brouersgis te kry, is die gistingstempo daarvan bepaal. Dit
is gevind dat hierdie eienskap baie van monster tot monster

varieer.




(xii)

Die gistingstempo van aktiewe dro& brouersgis is verhoog
deur dit by 42°C te rehidreer.

Dit word aangedui dat daar geen verband tussen die vog-,
as-, stikstofinhoud, totale lewensvatbare gisseltelling en die

gistingstempo van aktiewe dro& brouersgis bestaan nie.

Op grond van die verkred resultate is tot die gevolg-
trekking gekom dat die samestelling van aktiewe dro& brouersgis,

soos dit die verbruiker bereik, baie varieer.
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SUMMARY

This investigation was undertaken to determine the quality of

active dry yeast as it is produced in South Africa.

The influence of various factors on the total viable
yeast cell count and on the total viable "non-culture" yeast
cell count of active dry yeast was determined. It was found
that 99 ml of physiological saline at 42°C is the most suitable
rehydrating agent for active dry yeast. At temperatures just
 below 42°C the total viable yeast cell count and total viable
"non-culture" yeast cell count increased with the passage of
time. The temperature of the liquid used for the subsequent

dilutions did not influence the viable yeast cell counts.

The total yeast cell count per gram of active dry yeast,

as determined with a Coulter Counter, varied between 21,8 x 1O9

and 52,8 x 109 while the total viable yeast cell count varied
between 19,3 x 109 and 39,8 x 109. The total viable "non-
culture" yeast cell count per gram active dry yeast varied

between 11,7 x 10° and 90,2 x 10°.

While the total viable bacteria count per gram of active
8

dry yeast varied between 30,0 x lO2 and 12,9 x 10~ the total

viable acid resistant bacteria count varied between O and

83,4 x 107.
None of the active dry yeast samples analysed contained

either Escherichia coli type I or acetic acid bacteria.

In order to obtain an indication of the activity of
active dry yeast its fermentation rate was determined.

Fermentation rates varied from sample to sample,

The fermentation rate of active dry yeast increased when
it was rehydrated at 42°C.



(xiv)

No correlation between the moisture, ash, nitrogen con-
tent, total viable yeast cell count and fermentation rate of

active dry yeast exists.

From the results obtained it was concluded that the com-
position of active dry yeast as produced in South Africa varies

considerably.




HOOKSTUK 1

INLEIDING

1.1 Algemeen

Bantoebier is die tradisionele drank van die Bantoe in Suid-
Afrika. As 'n gefermenteerde, alkoholiese drank, wat van
graanprodukte gemaak word, het bantoebier 'n bruin-pienk kleur
en 'n suur smaak. As gevolg van die ho#& konsentrasie van
gesuspendeerde vaste stowwe en gisselle is dit ondeursigtig.
In Suid-Afrika word bantoebier van gemoute graansorghum
(kafferkoring) en 'n stysel toevoegsel, bestaande uit graan-
sorghum of mielies, berei. Dit word normaalweg in 'n aktiewe

fermenterende toestand gedrink (Novellie, 1968).

Met die migrasie van die Bantoe na die Suid-Afrikaanse
stedelike gebiede oor die afgelope dekades het 'n steeds toe-
nemende aanvraag na hul tradisionele drank, naamlik bantoebier,
ontstaan. Om in hierdie groot aanvraag te voorsien is tot
die bereiding van bantoebier op nywerheidskaal oorgegaan en
gevolglik het 'n unieke, lokale gistingsindustrie tot stand
gekom. Die bantoebierbedryf is tans die enigste groot,
moderne industrie wat op die tradisie van bantoestamme gefundeer
is. Hierdie industrie word byna uitsluitlik deur munisipale
outoriteite beheer. Volgens wetgewing word alle winste tot

voordeel van die Bantoebevolking aangewend (Novellie, 1968).

Die bantoebierindustrie is ook 'n groot verbruiker van
gis. In teenstelling met Europese bier word die gisselle
nooit uit die bier herwin nie. In die boekjaar 1969/1970 is
619 773 Kg gis, in 'n aktiewe dro& vorm, vir die brou van

bantoebier gebruik.



1.2 Die brou van banloebier

Die bereiding van bantoebier berus op Lwee mikrobiale omset—

Lings, naamlik 'n melksuurfermentasie en 'n alkoholiese fermen—

tasie.

Die melksuurfermentasie is die eerste fermentasie wat
tydens die brou van bantoebier plaasvind. 'n Beslag van 10%
(g/v) graansorghummout in water word vir agt tot 16 uur by
48°C tot 50°C gehou, waartydens 'n melksuurfermentasie plaas-
vind hoofsaaklik as gevolg van die ontwikkeling van die termo-

fiele melksuurbakterie®&, onder andere Lactobacillus leichmannii

Bergey et al. en L. delbrueckii (Leichmann) Beijerinck. Hier-

die bakterieé kom normaalweg op graansorghummout voor. Al-
hoewel die moontlikheid wvan verskaffing van reinkulture van
melksuurbakterieé aan die industrie tans ondersoek word, het
die stap nog nie grootskaalse toepassing gevind nie. Onge. oo
10% (v/v) van elke suursel word in die suurseltenk agtergehou
om as inokulum vir die volgende beslag te dien. Aan die einde
van die melksuurfermentasie het die beslag gewoonlik 'n pH

3,0 - 3,3, terwyl die melksuurinhoud tussen 0,3% en 1,67
varieer, Die finale pH van die beslag word deur die hoeveel-
heid suur wat geproduseer is en die bufferkapasiteit van die

sorghummout bepaal (Novellie, 1968).

Die versuurde beslag word vervolgens na 'n volgende tenk

oorgeplaas waar dit met ongeveer twee volumes water verdun

word. By die mengsel word ook mieliegruis of graansorghum
gevoeg. Die mengsel word dan vir 'n tydperk van twee uur
gekook waartydens die meeste van die stysel gelatiniseer. As

gevolg van die byvoeging van water en mieliegruis word die pH

van die mengsel na ongeveer 3,7 tot 4,0 verhoog (Novellie, 1966).

Die dik, suur beslag wat so verkry word, word na 60°C afgekoel.
Wanneer die temperatuur van die beslag 60°C bereik het, word
graansorghummout (die sogenaamde omkeringsmout) daarby gevoeg.

Die temperatuur van die beslag word vir een en 'n half uur tot




twee uur by 60°C gehou waartydens stysel deur die moutamilases

gehidroliseer word.

Die beslag word vervolgens na 30°C afgekoel en met ak-
tiewe, dro& brouersgis (ADG) geinokuleer. Hierdie ADG word

plaaslik van geselekteerde, bogistende stamme van Saccharomyces

cerevisiae Hansen vervaardig. Die beslag word 6f direk met
ADG S6f met ADG wat vooraf in water of beslag, by 35°C tot 40°C,
gesuspendeer is, geinokuleer. Die gisselle vorm 'n integrale
deel van die bantoebier en word nie weer uit die bier herwin
nie (Novellie, 1968).

Die geinokuleerde beslag word vervolgens gefiltreer waar-
tydens die growwer deeltjies, hoofsaaklik die sorghumdoppe, ver-
wyder word. Die gefiltreerde beslag word na fermentasietenks
oorgeplaas en vir agt tot 24 uur by 30°C gehou, waartydens die

alkoholiese gisting plaasvind (Novellie, 1968).

Bantoebier word 6f as vathier 6f in verpakkings verkoop.
In geval van verpakte bier word die gefiltreerde heslag, kor.
na inokulasie, in plastiek - of kartonhouers gevoeg en by 'n
laer temperatuur gehou sodat dit die verbruiker in 'n aktiewe
gistende toestand bereik (Novellie, 1968).

1.3 Probleemstelling

Die brou van bantoebier verskil onder andere van die brou van
Europese bier daarin dat die bantoebierbeslag, nadat dit na
60°C afgekoel het, nie weer aan hittebehandeling onderwerp
word nie. Die rede hiervoor is dat die bantoebierbeslag 'n
groot hoeveelheid ongegelatiniseerde moutstysel bevat wat met
ho& temperatuurbehandeling sal gelatiniseer en die bantoebier-
beslag tot 'n ongewenste graad sal verdik (Novellie, 1966a).
Alhoewel a- en f-amilases die inaktiverende invloed van die
lae pH en die temperatuur van 60°C tot 'n sekere mate kan
weerstaan, is die ensieme nie in staat om die moutstysel, wat
by ho& temperature gegelatiniseer is, af te bou nie. Die

huidige brouproses is gevolglik nie daarop ingestel om die

beslag te kook of selfs te pasteuriseer nie.




'n Groot verskeidenheid van ongewenste mikro-organismes
is op die omkeringsmout teenwoordig. Baie min van hierdie
ongewenste mikro-organismes word deur verhitting gedurende
omsetting geinaktiveer (van Kerken, 1968). Omdat die beslag
nie gepasteuriseer word nie, word die ontwikkeling van die
ongewenste mikro-organismes slegs beheer deur die pH van die
beslag so laag as moontlik te hou. Om die groei van onge-
wenste mikro-organismes in die beslag verder te onderdruk en
die houvermo& van die bantoebier te verseker, heveel Novellie
(1966) aan dat die beslag so gou moontlik met 'n groot hoe-

veelheid aktiewe gis geTnokuleer moet word.

Dit kan aanvaar word dat die versuurde beslag, nadat
dit vir twee uur gekook is, prakties steriel is. Swak ver-
suring tydens die melksuurfermentasie met 'n ontoereikende
verlaging van die pH van die beslag word as die algemene oor-
saak vir die swak houvermo& van bantoebier aangevoer (Novell.e,
1966) . Afgesien van swak versuring word die houvermo& van
bantoebier verder beinvloed deur die lading mikro-organismes

wat in die prakties steriele versuurde beslag ingevoer word.

Die versuurde bantoebierbeslag kan dus op die volgende

maniere met mikro-organismes besmet raak:

a. Besmetting as gevolg van die toevoeging van

onsteriele omkeringsmout.

b. Besmetting as gevolg van onsteriele toerusting

waarmee die beslag in aanraking kom.
c. Toevallige besmetting vanuit die lug.

d. Moontlike besmetting deur die toevoeging
van ADG.

ADG van ho& gehalte, ten opsigte van vergistingsvermo&
en besmetting met ongewenste mikro-organismes, word dus eender-
syds gebruik om die alkoholiese vergisting tydens bantoebier-

bereiding binne 'n bepaalde tyd bevredigend uit te voer en



andersynds om die groei van ongewenste mikro-organismes te
onderdruk.

Wat betref die gehalte van die aktiewe droé& brouersgis
wal in Suid-Afrika geproduseer word, sowel as metodes om die
gehalte te bepaal, is egter nie veel bekend nie. Hierdie
studie 1s gevolglik onderneem om betroubare metodes te vind
om die gehalte van ADG, wat vir die brou van bantoebier ge—
bruik word, te bepaal. Indien die gehalte van ADG bekend is,
kan die brou van bantoebier beter beheer word met die gevolg

dat 'n beter produk gelewer kan word.

1.4 Die bereiding van ADG

ADG wat vir die brou van bantoebier gebruik word, word indus-
trie&l vanaf geselekteerde bogistende S. cerevisiae stamme
geproduseer (Novellie, 1968). Groot hoeveelheid melasse-
propageermedium word met 'n gisinokulum, wat deur verskeie
kultuurstadia vermeerder is, geInokuleer. Tydens die grooi-
skaalse assimilasie word die temperatuur op 30°¢ gehou terwxyl

die medium hewig belug word.

Die gisselle word na 'n bepaalde tyd van propagering
deur sentrifugale skeiers van die medium geskei en 'n ,gis-
room" word verkry. Die ,gisroom” word saamgepers totdat dit
'n voginhoud van ongeveer 68% tot 70% het. Die ,giskoek" wat
so verkry word, word deur 'n geperforeerde metaalplaat gepers
sodat silindriese vorms van die ,giskoek" vorm. Die silind-
riese vorms word in kleiner deeltjies opgebreek en na 'n ge-
perforeerde vlekvryestaalrollerband oorgeplaas waar dit gedroog
word deur warm, vogtige lug deur die stapel te stuur. Om die
aktiwiteit van die gis te behou moet die kondisies waaronder
die gis gedroog word, gematigd wees. Die warm lugtemperature
varieer tussen 24°C en 43°C terwyl die lugvogtigheid so beheer
word dat die vogtigheid van die ADG by 8% sal ekwilibreer.
Die finale produk bestaan uit bruin-gekleurde, ongelyke silind-

riese vorms wat ongeveer 0,2 cm tot 1 cm lank is.




ADG kan die gehalte en brou van bantcdebier veral op twee

maniere nadelig beinvlioed naamlik deurdat dit die beslag of

met ongewenste mikro-organismes besmet, &f onbevredigend

fermenteer.

van hierdie twee eienskappe bepaal.

Gevolglik is die gehalte van ADG ten opsigte

ADG monsters is gereeld

van die verskillende produsente ontivang en vir die volgende

elenskappe ondersoek:

a.

b.

Totale aantal
Totale aantal

Totale aantal

gisselle,
Totale aantal

Totale aantal

bakterieé®.

gisselle,
lewensvatbare

lewensvatbare

lewensvatbare

lewensvatbare

gisselle,

pnie-kultuur"

bakteriee.

suurbestande

Teenwoordigheid van Escherichia coli

(Migula) Castellani et Chalmers tipe 1.

Teenwoordigheid van asynsuurbakterieg.

Die vog-, as- en stikstofinhoud.

Die gistingstempo.
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DIE JNVIOED VAN VERSKEIE FAKTORE OP DTE TELLING VAN
DIE AANTAL LEWENSVATBARE GTSSELLE EN ,NIE-KULTUUR"
GISSELLE IN AKTIEWE DROE BROUERSGIS

2.1 Die invloed van die temperatuur van die rehidrasie

vloeistof

2.1.1 1Inleiding

'n Belangrike maatstaf vir die beoordeling van die kwaliteit
van 'n gispreparaat is die persentasie lewensvatbare gisselle
wat daarin teenwoordig is. Die bepaling hiervan berus op

die konvensionele verdunnings- en uitplatingstegniek.

Dit is reeds bekend dat die gisselle van aktiewe droé&
bakkersgis (ADBG) sensitief is teenoor die temperatuur van
die vloeistof waarin dit gerehidreer word. Peppler en
Rudert (1953) het deur middel van plaattellings en kleurings-
tegnieke aangetoon dat wanneer ADBG in vloeistof by 5°C tot
10°¢ gerehidreer word ongeveer een derde van die aktiewe gis-

selle in ADBG geinaktiveer word.

Ongeveer 95% meer gisselle, soos deur middel van plaat-
tellings bepaal, is geinaktiveer wanneer ADBG by 4,500 ge-
rehidreer word, as wanneer ADBG by 37°C gerehidreer word.

Dit word voorgestel dat die groter aantal lewensvatbare gis-
selle gekry word as gevolg van 'n sogenaamde skokeffek wat die
hoér temperatuur van die rehidrasievloeistof op die gisselle

in ADBG het (Sant & Peterson, 1958).

Die nadelige invloed wat die lae temperatuur van die

rehidrasievlioeistof op die lewensvatbaarheid van die gisselle



in ADBG het, kan toegeskryf word aan die feil dat groter hoe-
veelhede intrasellulére vaste sltowwe by lae temperature, naamlik
590 tot ]OOC, uit die gisselle geékstrareer word as wat by hoér
temperature die geval is (Herrera, Peterson, Cooper & Peppler,
1956). Chen, Cooper en Gutmanis (1966) het gevind dat die

mate van die invloed wat die temperatuur van die rehidrasie-
vioeistof op die lewensvathaarheid van die gisselle in ADBG
het ook deur die voginhoud van die ADBG bepaal word, Ekstra-
hering van die vaste stowwe uit die gisselle in ADBG word pro-

gressief meer soos die voginhoud van die ADBG onder 87 daal.

2.1.2 Bepaling van die invloed van die rehidrasievloeistiof by

verskillende temperalure op die totale aantal lewensvat—

bare gisseltelling en totale aantal lewensvatibare phie—

kultuur" gisscltielling van ADG

Steriele, 99 ml hoeveelhede van 'n fisiologiese soutoplossing
(0,852 (g/v) natriumchloried] is in skroefdekselbottels gevoeg
en vir een uur 'n waterbad by 'n bepaalde temperatuur gehou

om te ekwilibreer. Fen gram hoeveelhede van dieselfde ADG
monster is asepties afgeweeg en by die 99 ml hoeveelhede
fisiologiese soutoplossing, wat by die verskillende temperature
ge€kwilibreer is, gevoeg. Die ADG suspensies is behandel soos
in 3.3.2 bespreek, op die konvensionele wyse verdun, en die
totale aantal lewensvatbare gisselle (TLG) en totale aantal
lewensvatbare ,nie-kultuur" gisselle (TNKG) in elke gissuspensie
1s soos in 3.3.2 en 4.2.2 aangegee, bepaal. Alle bepalings

is in sesvoud gedoen. Die resultaie van die proef word in

Figuur 1 aangegee.

2.1.3 Resultate en gevolgtrekking

Die TLG en TNKG tellings van 'n ADG monster word opvallend deur
die temperatuur van die vliceistof, waarmee diti gerehidreer word,
beinvlioed (Figuur 1). Hierdie verskynsel is in ooreenstemming
met wal deur Peppleren Rudert (1953) en Sant en Peterson (1958)
vir ADBG gekry is.
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Die hoogste TIG en TNKG telling word verkry wanneer die
ADG by 40°C tot 42°C gerehidreer word.  Terwvl die TLG tellings
van monsters wat by kamertemperatuur gerehidreer is slegs met
2% van die telling by 420C verskil, verskil die TNKG telling

met meer as 70%.

2.2 Die invlioed van verskillende rehidrasievloeistowwe by

verskillende temperature

2.2.1 Inleiding

Peppler en Rudert (1953) het gevind dat in die geval van ADBG
meer lewende gisselle volgens die plaattelling aangetoon is
wanneer 0,1 M fosfaatbuffer by pH 7,0 as rehidrasievloeistofl
gebruik is, as wanncer kraanwaler by pH 5,5 as rehidrasic-
vioeistof gebruik is. Wal die invioed van verskillende ro-
hidrasievlocistowwe by verskillende temperature op die TLG

en TNKG in ADG is, is nie bekend nie en is gevolglik nagegaan.

2.2.2 Die bepaling van die invloed van verskillende

rehidrasievloeistowwe by verskillende temperature op

die TLG en TNKG tellings van ADG

Steriele, 99 ml hoeveelhede van verskillende rehidrasievloei-
stowwe, naamlik 0,17 (g/v) peptoonwater, fisiologiese sout—
oplossing en 0,1 M fosfaatbuffer by pH 7,0 is by verskillende
temperature geékwilibreer. By elk van die ge&kwilibreerde

99 ml hoeveelhede rehidrasievloeistof is | g hoeveelhede van
dieselfde ADG monster gevoeg en verder verwerk soos in

3.3.2 bespreek. Die TLG en TNKG telling van elke ADG sus-—
pensie is volgens die metodes, soos in 3.3.2 en 4.2.2 bespreek,
bepaal. Alle bepalings is in triplikaat gedoen. Die re-

sultate word in Figuur 2 weergegee.

2.2.3 Resultate en gevolgtrekking

In ooreenstemming met watl deur Peppler en Rudert (1953) vir
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ADBG pekry is, is dil ook gevind dal die TLG en TNKG Lellings

van '

n ADG monster deur die samestelling van die vioeistofl,
wal gebruik word om die ADG monster lLe rehidrecer, beinvioed
word . NDie hoogste TLG telling is verkry wanneer die ADG
monster met fisiologiese souloplossing gerehidreer is terwvl
die hoogste TNKG telling gekry is wanneer 'n ADG monster met

0,1% (g/v) peptoonwater, gerehidreer is (Figuur 2).

2.3 . Die invloed van die hou van ADG suspensies vir

verskillende tydsperiodes by 42°¢

2.3.1 1Inleiding

Peppler en Rudert (1953) het aangetoon dat die lewensvatbare
gisselle in ADBG toeneem hoe langer die ADBG suspensie by
ABOC,asook by temperature effens laer as hierdie temperatuur,
gehou 1s, By temperature bo 430C het die lewensvatbare
gisseltelling afgeneem hoe langer die ADBG suspensie by dié

bepaalde temperature gehou is.

2.3.2 Die bepaling van die invloed van die hou van 'n ADG

suspensie vir verskillende tydsperiodes hy 72°¢ op die
TIG en TNKG tellings |

'n Suspensie van 1 g ADG in 99 ml fisiologiese soutoplossing,
wat vooraf by 42°C ge€kwilibreer is, is bherei. Hierdie sus-
pensie is in 'n waterbad by 42°C gehou, Monsters van die
suspensie is op verskillende tydsintervalle geneem en die TLG

en TNKG tellings is soos reeds hespreek bepaal. Alle bepalings
is in triplikaat gedoen. Die resultate word in Figuur 3

verstrek.

2.3.3 Resultate en gevolgtrekking

Die TLG en TNKG tellings daal hoe langer die ADG suspensie by
42°¢ gehou word (Figuur 3). Na 20 tot 50 minute by 42°C het
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die TLG telling met ongeveer 197 gedaal terwyl die TNKG telling
met 377 afgeneem het. Hierdie daling in TLG en TNKG telling
kan toegeskryf word aan die inaktivering van die lewensvatbare
gisselle wanneer dit by 42°C gehou word. Soos deur Sanl en
Peterson (1958) voorgestel blyk dit dus dat slegs 'n tempera-

tuurskok nodig is om gisselle in ADG lewensvatibaar te maak.

2.4 Die invloed van verskillende hoeveelhede rehidrasie-
vloeistof by 42°C

2.4.1 Inleiding

Deur middel van plaattellings en kleuringstegnieke is gevind
dat die grootste aantal lewensvatbare gisselle in ADBG verkry
word indien dit in kraanwater by ABOC gesuspendeer word en

15 minute by die temperatuur gehou word. By temperature
effens laer as 43°C het die TLG telling toegeneem hoe langer
die ADBG suspensie by die bepaalde temperatuur gehou is.

Hoe langer die ADBG suspensie by temperature bo 43°C gehou
is, hoe meer het die TLG telling afgeneem (Peppler & Rudert,
1953).

Wanneer een gram ADG by 99 ml fisiologiese soutoplossing,
watl by 42°C geekwilibreer is en by 9 ml fisiologiese sout-
oplossing wat ook by 42°¢ geekwilibreer is, gevoeg word, is
die afname in temperatuur verskillend. Dit is nie bhekend
of hierdie verskil in die afname in temperatuur die TLG en die
TNKG telling van ADG sal beinvloed nie. Hiérdie moontl ikheid

is‘gevolglik nagegaan.,

2.4.2 Bepaling van die invloed van verskillende hoeveelhede
rehidrasievloeistof by 42°¢C op die TLG en TNKG telling
van ADG

Steriele 99 ml en 9 ml hoeveelhede fisiologiese soutoplossing

1s vooraf in steriele houers gevoeg en met steriele rubberproppe




15

versedl, Die eindpunte van 'n termokoppel is in hierdie
Fisiologiese souloplossings peplaas, Dic oplossings is in 'n
waterbad by 41290 geplaas en by hierdic Lemperaluur gegkwilibreer.
len gram hoeveelhede van diesclfde ADG monster is daarna bv

die verskillende hoeveelhede getkwilibreerde fisiologiese sout-
oplossings gevoeg, goed geskud en daarna in die skudapparaat

soos in 3.3.2 bespreek, behandel.

Gedurende hierdie rehidrasieproses is die verandering
in temperatuur wat in die ADG suspensies plaasgevind het met
behulp van die termokoppel bepaal. lLLesings van die tlempera-
tuursverandering is elke ]/5 van 'n sekonde, oor 'n tydsperiode
van 30 minute, geneem. Hierdie temperatuursverandering word

in Figuur 4 aangetoon.

Die TLG en TNKG telling van elke ADG suspensie is daar-—
na, soos in 3.3.2 en 4.2.2 bespreek, bepaal. Alle bepalings

is in vyfvoud gedoen. Die resultate word in Tabel 1 aangedui,

2.4.3 Resultate en gevolgtrekking

Die afname in temperatuur wanneer 99 ml fisiologiese sout-
oplossing as rehidrasievloeistof gebruik word, verskil van die
afname in temperatuur wanneer 9 ml fisiologiese soutoplossing

as rehidrasievloeistof gebruik word (Figuur 4). Hieruit blvk
dit dat die ADG monster wat met 99 ml fisiologiese soutoplossing
gerehidreer is langer by temperature net onder 42°C was as
wanneer 9 ml fisiologiese soutoplossing as rehidrasievlioeistof

gebruik is.

Die TLG en TNKG tellings van die ADG monster was 11 ho®r
wanneer 99 ml fisiologiese soutoplossing as rehidrasievloeistof
gebruik word as wannecer 9 m] fisiologiese souloplossing as re-
hidrasievloeistof gebruik is (Tabel 1). Dit blyk dus dal
ho€r TI.G en TNKG tellings verkry word hoe langer 'n ADG susg-

- - 0
pensie net onder 42°C gehou word.
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TABKT |

Die TLG en TNKG tlellings van 'n ADG monstier nadat

dit met verskillende hoeveelhede figsiologiese

soutoplossing by 42°¢ gerehidreer is

Hoeveelheid rehidrasie- |TLG telling/g |TNKG telling/g
vloeistof (x107) (x10°)
99 ml 29,0 90,2
9 ml 26,1 81,1

Hierdie resultate is in ooreenstemming met wat deur
Peppler en Rudert (1953) en Herrera et al. (1956) vir ADBG
gekry is. Na aanleiding van Herrera et al. (1956) is die
rede hiervoor datl die selwande van die gisselle by hoér
temperature vinniger herstel as by laer temperature sodat
minder intrasellulére stowwe tydens die eersgencemde geval
uit die gisselle uitlek met die gevolg dat meer lewensvatbare

gisselle in hierdie suspensie teenwoordig is.

Om die aantal lewensvatbare mikro-organismes wal in ADG
teenwoordig is, te bepaal, is dit dus nodig dat die ADG monster
'n gestandaardiseerde rehidrasie hittebehandeling moet onder-
gaan., Dit kan gedoen word deur die ADG suspensie vir 'n
bepaalde tydsperiode in 'n waterbad by 'n bepaalde temperatuur
(laer as die optimale rehidrasietemperatuur) te hou, of om
deurentyd 'n standaard hoeveelheid rehidrasievloeistof by 'n
bepaalde temperatuur te gebruik. Gevolglik is 99 ml fisio-
logiese soutoplossing, wat by 42°C gec€kwilibreer is, deurentyd
as rehidrasievloeistof gebruik en is die ADG suspensie soos in
3.3.2 bespreek, behandel.
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2.5 Die invloed van die temperaluur van die sckondére

verdunningsvloeislol

2.5.1 Inleiding

Die TIG telling van ADBG word slegs deur die temperatuur van
die oorspronklike rehidrasievloeistof bepaal en die tempera-
tuur van die sekondére verdunningsvloeistof het weinig in-

vloed daarop (Sant & Peterson, 1958).

2.5.2 Die bepaling van die invloed van die temperatuur van

die sekondére verdunningsvloeistof op die TLG van ADG

llen gram ADG is by 99 ml steriele fisioclogiese soutoplossing
by 21°C gevoeg. Die suspensie 1s soos vooraf hespreek ge-
suspendeer. Die TILG telling van die ADG suspensie is bepaal
deur 99 ml steriele fisiologiese soutoplossing, wat by ver-

skillende temperature ge€kwilibreer is, as verdunningsvioeistof

te gebruik. Die TLG tellings is op die konvensionele wyse
soos in 3.3.2 bespreek, gedoen. Alle bepalings 1s in tripli-
kaat gedoen. Die resultate word in Tabhel 2 aangegee.

)

2.5.3 Resultate en gevolgtrekking

TABEL 2

Die invloed van die temperatuur van die sekondére

verdunningsvloeistof op die totale lewensvatbare

gisseltelling (TLG) van ADG

Temperatuur van Temperatuur van
ADG die rehidrasie- die sekondére TLG
monster vloceistof Verdunplngs— (XIOQ)
o vloeistof
("C) (°C)
C.1 21 21 17,7
C.1 21 42 17,1
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In ooreenstemming met wat deur Sant en Peterson (1958) vir
ADBG aangetoon is, is gevind dat die TLG telling van ADG ook
slegs deur die temperatuur van die rehidrasievloeistof be-
invlioed word en dat die temperatuur van die verdunningsvloei-
stof wat vir die sekondére verdunnings gebruik word weinig

invlioed daarop het (Tabel 2).

2.6 Bespreking

Uit die voorafgaande blyk dit dat met die bepaling van die TLG
en TNKG telling vir die beoordeling van die gehalte van ADG
deeglik rekening gehou moet word met die rehidrasieskok ver-—
skynsel soos reeds in die literatuur gerapporteer is (Sant

& Peterson, 1958). Plaattellings van die TLG asook van die
TNKG word merkbaar beinvloed deur die temperatuur waarby die
ADG gerehidreer word. In geval van die telling van TLG in
preparate van ADG is die telling by kamertemperatuur 2% laer
as by 42°C. In geval van die ,nie-kultuur" gistelling 1is
hierdie verskil baie groter en kan soveel as 73% bedra. Die
resultate dui daarop dat 'n rehidrasietemperatuur van 40 tot
42°C as optimaal vir beide die TLG en TNKG tellings beskou

kan word.

Die invloed van die samestelling van die rehidrasievloei-
stof op die TLG en TNKG tellings is minder opvallend. In
geval van die TLG skyn dit asof fisiologiese soutoplossing by
alle temperature die mees geskikte rehidrasievloeistof 1is aan-
gesien hierdie rehidrasievloeistof konstant ho€r tellings as
die ander rehidrasievloeistowwe gee. In geval van die TNKG
telling blyk dit dat fosfaatbuffer die mins geskikte rehidrasie-
vloeistof is. By 24°C verskil die TNKG telling met peptoon-
water en fisiologiese soutoplossing nie merkbaar nie. By 42°¢
egter word 15% meer lewensvatbare gisselle getel as peptoon-
water as rehidrasievloeistof gebruik word as wanneer fisiolo-

giese soutoplossing gebruik word.
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Vir verdere ondersoeke blyk dit dus dat fisiologiese
soutoplossing die mees geskikte rehidrasievlioeistof vir die
bepaling van die TLG telling sou wees terwvl vir die TNKG
telling peptoonwater die mees geskikte rehidrasievlioeistof is.
Die gebruik van peptoonwater as rehidrasievlioeistof is egter
nie prakties moontlik nie vanwee die ho#& stikstofinhoud van
hierdie medium en die feit dat die TNKG telling op die gebruik

van 'n medium metl 'n spesifieke stikstofbron berus .(sien 41.2),

Die verlaaglte telling as gevolg van die blootstelling
van ADG aan die optimale rehidrasietemperatuur dui daarop dat
gisselle by hierdie temperatuur metiertyd geinaktiveer word.
Die tyd vir rehidrasie by die optimale rehidrasietemperatuur

moet dus so kort moontlik gehou word.

Dit blyk ook dat die tydsduur wat die ADG suspensie by
temperature net onder die optimale rehidrasietemperatuur gehoun
word, die TLG en TNKG tellings beinvloed. Dit is dus belangrik
dat die ADG monster aan 'n standaard hittebehandeling onderwerp

moet word.

I'n ooreenstemming met die bestaande literatuur blvk dit
dat die temperatuur van die sekondére verdunningsvloeistof

geen merkbare invloed op die TLG en TNKG telling het nie.

Aan die hand van die verkre& resultate is die werkswyse,
soos in 3.3.2 bespreek, gevolg om die gehalte van ADG ten
opsigte van die lewensvatbare mikro-organismes wat dit bevat,

te bepaal.
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HOOFSTUK 117

DIE TEL VAN DTE TOTALE AANTAL GISSELLE EN TOTALE AANTAL
LEWENSVATBARE GISSELLE IN AKTIEWE DROE BROUERSGIS

3.1 Inleiding

Die totale aantal gisselle, wat in ADG teenwoordig is, sluit
die totale lewensvathare sowel as die totale dooie selle in.
Die aantal dooie selle in 'n ADG monster kan 'n aanduiding

van die gehalte van die preparaal gee.

3.2 Die tel van die totale aantal gisselle in ADG

3.2.1 Inleiding

White (1954) bespreek verskeie metodes waarvolgens gisselle in
ADG getel kan word. Gisselle in ADBG kan of met behulp van
'n telkamer, byvoorbeeld 'n Thoma telkamer of 'n Neubauer
hemasitometer 6of met behulp van 'n elektroniese apparaat,
byvoorbeeld 'n Coulter telapparaat getel word (Rainbow, 1968) .
Zellner, Gustin, Buck en Meyers (1963) het 'n Coulter tel-
apparaal en 'n Thoma telkamer gebruik om gisselle te tel en 'n

goeie verband tussen die twee metodes gevind.

3.2.2 Ondersoek na die moontlikheid om die Coulter tel-

apparaat te gebruik om die totale aantal gisselle
in ADG te tel

Die Coulter telapparaat kan alleenlik gebruik word om die
aantal gisselle in ADG te bepaal indien die ADG suspensie
hoofsaaklik uit gisselle,wvat enkel voorkom, bestaan. Om te

bepaal of ADG vreemde partikels hevat is 'n honderdvoudig

verdunde ADG suspensie mikroskopies ondersoek. Vir die
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bepaling van dic moontlike teenwoordigheid van stysclkorrels
in ADG is 'n paar druppels van 'n Gram se jodiumoplossing by
die ADG suspensie gevoeg. Uit die waarneming hetl dit geblyk

datl ADG prakties slegs uit cisselle bestaan.

'n Model B Coulter Counter telapparaat, wat met koper-
gaasdraad afgeskerm is om die elektriese stoornisse uit te
skakel, is gebruik. Die Coulter telapparaat met 'n 50 um
buis is volgens die voorskrifte van die apparaat met ,Paper
Mulberry" stuifmeel, met 13,31 um deursnee, gekalibreer.

Die Coulter telapparaat is so gekalibreer dat slegs partikels
waarvan die volume 3,47 pum of groter is, getel sou word. As
elektroliet is 1,57 (¢/v) natriumchloriedoplossing, wat wveoraf

deur 'n 0,45 um Milipore filter gefiltreer is, gebruik.

By 99 ml, gefiltreerde 1,5 (g/v) natriumchloriedoplossing,
wal voorafl in 'n skoon, droé& beker van die Coulter telapparaat
gevoeg is, is 1 ml van 'n IO_4 verdunning van die ADG suspensie,
wal soos in 3.3.2 bespreek berei is, gevoeg. Sodoende is 'n
10~6 verdunning van die ADG monster verkry. Om te versecker
dat die gisselle in die gisselsuspensie eweredig versprei is,
is hierdie gisselsuspensie vir vyf minute deur die roerder
van die Coulter telapparaatl gemeng. Die aantal gisselle in
50 pl van hierdie gisselsuspensie is vervolgens bepaal.

Deur van hierdie telling gebruik te maak is die aantal gisselle

wal in | g van die ADG monster Leenwoordig is, bereken.

Die Lel van die gisselle met behulp van die Coulter
telapparaal word bemoeilik omdal die opening van die buis
gou mel gisselaggregate, wat in die ADG suspensie voorkom,
verstop raak. Hierdie probleem kan egter oorbrug word deur
die ADG suspensie aan ultrasoniese klankgolwe bloot te stel,
Vir die doel is 'n MSKE 100 watt ultrasoniese disintegreerder
gebruik. Vyftien milliliter van 'n 10—4 verdunning van die
ADG monster, wat soos in 3.3.2 bespreek berei is, is in 'n

skoon, dro€ houer gevoeg en vir verskillende tydsperiodes met
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ultrasoniese klankgolwe, met frekwensies van 18 tot 24 kilo-
siklusse per sekonde, behandel. Waar die behandeling langer
is die houer met die gisselsuspensie
Nadat die ADG sus-

pensie vir verskillende tydsperiodes met ultrasoniese klank-

as 30 sekondes geduur het,
in ys verpak om verhitting Le voorkom.
golwe behandel in die Neubauer hemasito-

is, is die preparaat

meter getel en gemikroskopeer om vas te stel of enige gis-
selaggregate nog teenwoordig was en of daar enige selfragmente
teenwoordig was, wat daarop sou dul dat die gisselle deur op-
in Tabel 3 aangedui.

breking vernietig is. Die resultate word

TABEL 3

Gisseltelling van 'n ADG suspensie nadat

dit verskillende tye met ultrasoniese
klankgolwe (USK) behandel is

Tydsduur 5
van 1ISK Aantal gisselle/mmT|Gemiddelde| Selag-|Sclfrag-
behandeling van die lelkamer telling logrepate mente
(sek.)
5 Gisselagregate - Teen- Afwesig
voordig
10 23, 40, 36, 31, 26 Teen- | Afvesig
24, 34, 22, 33, woordig
;(<
29, 18
30 19 , 31, 24, 29, 27 Afwesig| Afwesig
¥+
23, 25, 32 , 26,
31, 25
71,
Grootste verskil = 22

¥
Grootste verskil
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Dit blvk dat 'n USK behandeling van 30 sekondes voldoende

T~

is om die gisselaggregate volledig op te breek sonder '

hare beskadiging van die gisselwande (Tabel 3),

Vervolgens 1is die moontlikheid van opbreking van gisselle
deur USK behandeling met behulp van die Coulter telapparaat
ondersoek. Indien die gisselle in die ADG suspensie as
gevolg van die USK behandeling opgebreek sou word sal partikels
mel 'n volume wal kleiner as die van die gisselle is, onistaan.
Gevolglik sal die waardes wat met die Coulter telapparaatl ver-

kry word baie varieer.

Ongeveer 15 ml van die ]()_4 suspensie van die ADG monster,
wal soos in 3.3.2 bespreck berei is, is asepties in stleriele
50 ml Erlenmeyer flessies gevoeg. Die vibrerende staafl van
die ultrasoniese apparaat is telkens voor- en nadat dit gebruik
is met 'n etanolvlam gesteriliseer. Sodra die vibrerende
staaf van die ultrasoniese apparaal afgekoel het, is die onder-
skeie ADG suspensies vir verskillende tydsperiodes met ultra-
soniese klankgolwe behandel. Wanneer die behandeling langer
as 30 sekondes geduur het, is die flessies met ys omring.
NDie aantal gisselle is vervolgens in die onderskeie suspensies,
soos reeds bhespreek, met die Coulter telapparaat bepaal. Die
aantal lewensvatbare gisselle is volgens die metode soos in
3.3.2 bespreek, hepaal. Die resultate wat verkry i1s, word in

—

Figuur 5 aangedui.

Omdat die Coulter tellings na USK behandeling konstant
bly kan aanvaar word dat die gisselle nie deur die behandeling
opgebreek word nie. Dit blyk egter dat die gisselle deur die
USK behandeling geinaktiveer word (['iguur 5). Inaktivering
van die gisselle deur ultrasoniese klankgolwe vind waarskvnlik
plaas omdat intrasellulére sirukture van die gisselle beskadig
word. Uit die voorgaande blyk dit dat die totale aantal

gisselle wal in ADG teenwoordig is met behulp van 'n Coulter

telapparaat getel kan word.

n merk-— s
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tellings (CT) en op die totale lewensvatibare gisseltelling (TLG)

van 'n ADG suspensie
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3.2.03 Telling van die Lolale aantal pisscelle in ADG

Ongeveer 15 ml van die 107

verdunning van die ADG monsier,
wat soos in 3.3.2 bespreek berei is, is vir 30 sekondes mel
ultrasoniese klankgolwe bhehandel. Bv 99 ml gefiltreerde
1,57 (g/v) natriumchloriedoplossing. wat vooraf in 'n skoon,
droé& beker van die Coulter telapparaat gevoeg is, is | ml van
die ultrasonies behandelde suspensie gevoeg. Die beker van
die telapparaat is in posisie geplaas en die gisselsuspensie
is vir vyf minute deur die ingehoude roerder van die tel-
apparaal gemeng. Die aantal gisselle in 50 nul van die gis-
selsuspensie is bepaal. Die totale aantal gisselle in ADG
is vanafl die gemiddelde van tien hepalings, waarvoor 0,5 ml

van die ADG suspensie nodig was, bereken,.

Ter kontrole is die aantal gisselle wat in die ultra-
sonies behandelde _IO"4 ADG suspensie teenwoordig was ook met
'n Neubauer hemasitometer volgens die metode soos deur Zellner
et al. (1963) beskryf, bepaal. Die totale aantal gisselle 1is
vanafl die gemiddelde van tien velde, waarvoor 0,04 mm3 van die
ADG suspensie nodig was, bereken. Die resultate wat verkry

is, word in Tabel 4 aangegee.

3.2.4 Resultate en gevolgtrekking

Nie totale aantal gisselle in 1 g van die ADG monsters, wat
van die verskillende produsente ontvang is, verskil onderling
(Tabel 1), Die telling van die totale aantal gisselle met
behulp van die Coulter telapparaat in 1l g ADG van produsent A

C (
? en 36,6 x IO) terwyl dit tussen

varieer tussen 21,8 x 10
C
30,2 x 10) en 52,8 x 109 per gram ADG van produsent B varieer
G
en tussen 27,0 x 10) en 39,2 x 109 per gram ADG van produsent

C varieer.

Soos deur Zellner et al. (1963) aangedui is, is dit ook
volgens die statistiese metodes soos in Hoofstuk VITI bespreeh

tydens hierdie ondersoek gevind dat 'n verband tussen die
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tellings van die totale aantal gisselle met die Couller tel-
apparaat en die telkamer bestaan wanneer die tellings proter
as 109 selle per gram is (I"iguur 6H). Voorkeur word cgler
gegee aan die lLellings wal mel die Coulter telapparaat verkry
is aangesien hierdie tellings verkry is nadat die aanlal gis—
selle in 0,5 ml van die ADG suspensic bepaal is terwyl slegs

0,04 mm3 van die ADG suspensie nodig was om die telling met

die telkamer te doen.

3.3 Die telling van die totale aantal lewensvatbare gisselle
n ADG

3.3.1 Inleiding

Verskeie metodes, elk mel sv eie voor- en nadele, kan aange-

, 19545 Gilliland,
19595 Pierce, 1970). Die TIG telling van ADG is in hierdie

wend word om die TLG van ADG te bepaal (White

ondersoek met behulp van die konvensionele verdunnings- en
uitplaattegniek, soos deur Harrigan en McCance (1966) hespreek,
bepaal. Soos deur van der Walt (1970) aanbeveel is mout—

ekstrakagar as voedingsbodem vir die kweek van giste gebruik.,

3.3.2 Telling van die TLG in ADG

ADG monsters, in ongeopende verpakkings van 500 g, 1s gereeld
van verskillende ADG ‘produsente ontvang. Na vermenging is

'n verteenwoordigende hoeveelheid, ongeveer 25 g, van die ADG
monster asepties in 'n steriele proefbuis oorgebring en by

5°C bewaar., Die gehalte van die ADG monstier is so gou moont-—

lik na ontvangs bepaal.

Die TLG in ADG is bepaal deur 1 g ADG, tot die vierde
desimale syfer, op vogvrye basis bereken, asepties, in 'n
steriele houer af te weeg en by 99 ml steriele fisiologiese
soutoplossing, wat by 42°¢ gecdkwilibreer is, te voeg. Die

ADG is in die rehidrasievioeistof gesuspendeer deur die mengsel
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TABEL 4

Die totale aantal gisselle in een gram ADG soos

met behulp van die Coulter telapparaat (C.T.)

en die Neubauer Hemasitometer (N.T.) bepaal

Totale aantal gisselle (xlOg)
Mogiter Produsent A Produsent B Produsent C
C.T. N.T. C.T. N.T. C.T. N.T.
1 35,1 39,8 45,4 44,6 29,8 31,8
2 33,6 39,2 52,8 39,0 - 31,5 22,3
3 34,6 25,8 42,6 33,2 27,0 32,0
4 29,0 21,0 43,4 34,8 39,0 40,0
5 31,5 30,5 32,7 38,0 37,0 33,0
6 36,6 52,5 30,2 34,5 39,2 40,0
7 34,2 25,0 47,3 49,5 29,1 19,5
8 21,8 23,0 46,9 42,0 29,8 18,0
9 32,2 27,0 43,6 41,0 32,3 26,0
10 32,8 26,0 45,1 43,5 33,1 25,0
Gemiddeld 32,1 31,0 43,0 40,0 32,8 28,8
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vir 10 minute in 'n meganiese skudmasjien, wat metl armslae van

30 em 150 keer per minuut op en af beweeg, te skud. Deur die
metode van Harrican en McCance (1966) te gebruik, is verskillende
verdunnings van die ADG suspensie gemaak en is bepaalde ver-
dunnings uitgeplaal. Fisiologiese soutoplossing by kamer-—
temperatuur (ca. 23OC) is deurgaans as verdunningsvloelistol

gebruik.

Moutekstrakagar, met 'n pH 3,5, is volgens die voorskrifte
van Harrigan en McCance (1966) berei. len milliliter van 'n

bepaalde verdunning van die ADG suspensie is in 'n Petribakkie

gevoeg. Die aangesuurde moutekstrakagar is hierby gevoeg,
0 - . .
roed gemeng, laal stol en by 287°C geinkubeer. Na drie dae is

die kolonies wat ontwikkel het, getel. Klke hepaling is in
triplikaat gedoen. Deur aan te neem dat elke kolonie wal ont-
wikkel het 'n lewensvatbare gissel in die ADG verteenwoordig

en die verdunningsfaktior in ag te neem, is die TLG, wal in ADG

teenwoordig is, bereken.

NDeur die TLG en die totale aantal gisselle wat 1n ADG
teenwoordig is 1e vergelyk is die persentasie lewensvatbare
gisselle, wat in die ADG monster teenwoordig is, berecken.

Die resultate word in Tabel 5 aangegee.

3.3.3 Resultate en gevolgtrekking

Soos met die totale aantal gisselle die geval is verskil die
totale lewensvathare gisseltelling van 1 g ADG wat van ver-
skillende produsente ountvang is, ook onderling. Die persen-—
tasie lewensvatbare gisselle in ADG van produsent A varieer
tussen 61 en 85 terwyl dit in ADG van produsent B tussen 54

en 94 varieer en in ADG van produsent C tussen 66 en 90 varieer.
Hierteenoor varieer die TLG tellings van | g ADG vanafl produsent
A tussen 19,58 x IOQ en 25,9 x 1()9 per gram, die ADG van produ-
sent B tussen 24,0 x lO9 en 39,8 x ]OQ per gram en die ADG van

C
produsent C tussen 19,3 x 109 en 29,4 x ]O) per gram (Tabel 5).




Totale aantal lewensvatbare gisselle (TLG) en

TABEL 5

2
persentasie lewensvatbare gisselle (%LG )

in _een gram ADG

Monster

Produsent A

Produsent B

Produsent C

ns TLG .| TLG .| TLG N
' (x109) | P16 | (x109) | L& | (4109) | #LG

1 21,9 | 62 | 38,5 | 85 | 26,4 | 89

2 24,3 | 72 | 39,8 | 89 | 28,5 | 90

3 23,8 | 69 | 31,4 | 74 | 21,0 | 81

4 24,6 | 85 37,5 | 87 | 29,0 | 74

5 25,9 | 82 | 30,6 | 94 | 24,7 | 67

6 23,4 | 64 | 24,0 | 79 | 29,4 | 75

7 23,9 | 70 | 34,5 | 73 19,3 | 66

8 20,0 | 89 | 34,1 | 73 | 24,0 | 81

9 19,8 | 61 | 27,8 | 64 | 27,7 | 86

10 21,0 64 24,5 54 24,7 75
Gemiddeld 22,9 72 32,3 77 25,5 78

*
%LG - TLG uitgedruk as 'n persentasie van die

totale aantal gisselle in 1 g ADG soos

met die Coulter telapparaat bepaal (3.2.3)




HOOFSTUK 1V

ONDERSOIKK NA DIE KONTAMINKERENDE MIKRO-ORGANISMiESS N
AKTIEWE DROIS BROUERSGIS

4.1 lnleiding

Bantoebierbeslag is 'n suur mengsel (pH 3,8 - 4,0) wat onder
andere uit stysel, dekstriene, suikers, (hoofsaaklik glukose

en mallose) pepliedes, protelene, vry aminosure, minerale-
soule en vitamiene bestaan (Novellie, 1968). Vir mikro-
organismes wat redelike suur toestande kan weerstaan bied
bantoebierbeslag dus 'n goeie voedingshodem vir groei. Nadat
die bantoebierbeslag vir twee uur gekook is en daarna tol 60°C
afgekoel is, word die prakties steriele beslag met omkerings-—
mout, waarop 'n verkeidenheid mikro-organismes teenwoordig 1is,
gemeng. Sekere mikro-organismes, wal normaalweg op die om-
keringsmout teenwoordig is, word deur die suurgehalte van die
beslag en die redelike ho& temperatuur, wat ivdens omseliling
heers, geinaktiveer (Johannsen, 1971). Sekere mikro-organismes,
byvoorbeeld die termofiele melksuurbakteried, wat normaalweg

op die omkeringsmout teenwoordig is, word nie merkbaar deur die

ho& waterstofioonkonsentrasie en ho#& temperatuur beinvlced nie.

Nadat die beslag vir twee uur by 60°C gehou is, word dit
na 30°C afgekoel en so gou moontlik daarna met ADG geinokuleer.
Die groei van kontaminerende mikro-organismes in die beslag
word sodoende deur die groot aantal aktief vermeerderende gis-
selle vertraag of onderdruk. Die gehalte van ADG, met be-
trekking tot kontaminerende mikro-organismes, is nie bekend
nie en gevolglik is die mate waartoe die ADG die beslag met

ongewensle nikro-organismes besmet ook nie bekend nie.
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Hoofsaaklik drie tipes mikro-organismes, naamlik die
sogenaamde ,nie-kultuur" giste, skimmels en bakterieé kan in

ADG as ongewenste mikro-organismes teenwoordig wees.,

4.2 Die telling van die totale aantal lewensvatbare ,nie-

kultuur" giste en skimmels in ADG

4.2.1 1Inleiding

Die begrip ,nie-kultuur" giste of ,wilde" giste is moeilik om
te definieer. Volgens White (1954) word ,nie-kultuur" giste
gedefinieer as enige gis of gisagtige mikro-organisme wat
verskil van die betrokke gisras wat gekweek word. In die

Europese bierindustrie mag dit selfs stamme van Saccharomyces

cerevisiae, met ongewenste eienskappe, insluit.

Verskeie metodes is ontwikkel om die teenwoordigheid wvan
whnie-kultuur" giste in kultuurgis aan te toon. Volgens
White (1954) kan ,nie-kultuur" giste van kultuurgiste op grond

van hul kultuur en morfologiese eienskappe onderskei word.

pNie-kultuur" giste kan van kultuurgiste onderskei word
op grond van die feit dat laasgenoemde swak sporuleer. Deur-
dat die askospore van die ,nie-kultuur" giste meer hitte be-
stand as die vegetatiewe kultuurgiste is, kan die teenwoordig-
heid van ,nie-kultuur" giste deur bepaalde hittebehandelings
aangetoon word (Gilliland, 1955). Richards (1970a) beweer
eglter dat hierdie metode nie betroubaar is nie omdat die verskil
tussen die inaktiveringslemperatuur van die askospore van die

vegetatiewe kultuurgiste gering mag wees.

nNie-kultuur" giste kan van kultuurgiste onderskei kan
word op die basis van verskille ten opsigte van hul gevoelig-
heid teenoor kristalviolet (Kato, 1967). Richards (1970a)
het egter aangetoon dat sekere stamme van S. cerevisiae be-

stand is teenoor kristalviolet konsentrasies wat die groei van




onie—-kultuur" g¢iste inhibeer. Richards (1970b) beskrvf 'n

membraanfilter tegniek waar kolonies van ,nie-kultuur" giste
selektlief mel safranien gekleur word. Hierdie metode is
egter slegs bruikbaar in gevalle waar die kultuurgiste en
pnie—kultuur" giste in 'n vloeistof aangetoon moet word en
wanneer die konsentrasies van die kultuur giste and ,nie-—

kultuur" giste laag is.

Harris en Watson (1968) beskryf 'n metode om aktidioon
(sikloheksimied) te gebruik om ,nie-kultuur" giste in die
Leenwoordigheid van kultuurgisle op te spoor. Omdat kultuur-
giste egter so 'n wye spektrum van gevoeligheid teenocor akti{i-
dioon vertoon is die melode nie absoluut betroubaar nie
(Richards, 1970a).

Richards (1970a) gee 'n oorsig van die immuno-fluoressente
metodes wat onlangs ontwikkel is vir die onderskeiding van
kultuurgiste en ,nie-kultuur" giste. Die metode blyk egter
onbetroubaar te wees omdat blastospore en gisselle waarvan
die selwande beskadig is na behandeling met fluoressien-gemerkte
sera soos ,nie-kultuur" gisselle vertoon. 'n Verdere nadeel
van hierdie metode is die feit dat 'n hele reeks sera teen
alle moontlike kontaminerende ,nie-kultuur'" gissoorte beskik-

haar moet wees.

Vir die doel van hierdie ondersoek is besluii om die
nnie-kultuur" giste, wat in ADG teenwoordig is, volgens die

lisienplaatmetode van Morris en Eddy (1957) te bepaal.

Hierdie metode herus op die feit dat die kultuurgis
naamlik S. cerevisiae, in teenstelling met ander gissoorte,
nie in staat is om L-lisien as enigste stikstofbron te benut
nie. - Hierdie bepaalde metode het egter inherente nadele.
Daar kan nie volgens hierdie werkswyse tussen S. cerevisiae
en ander Saccharomyces sensu stricto soorte onderskei word
nie (Brady, 1965). Verder het van der Walt (1962) en Brady

(1965) daarop gewys dat daar gissoorte bestaan wat nie tot
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die geslag Saccharomvees sensu stricto behoort nie en wat ook

nie in staat is om L-lisien as enigste stikstofbron te benut

nie.
Die aantal ,nie-kultuur" giste wat deur die gebruik van
die lisienplaatmetode aangetoon kan word is dus beperk. Ge-

volglik gee die telling op die lisienmedium geen absolute
telling nie en dien dit slegs as aanduiding van die graad van
besmetting van ADG deur die sogenaamde ,nie-kultuur" of ,wilde"

giste.

4.2.2 Bepaling van die aantal lewensvatbare ,nie-kultuur"

giste en skimmels in ADG

Met 'nm Drigalskistafie is 0,2 ml van 'n bepaalde verdunning
van die ADG monster, wat soos in 3.3.2 bespreek berei is, op
die voorbereide Petrihakkies met lisienmedium van Morris en
Bddy (1957) uitgestryk. Die geinokuleerde Petrihakkies is
vir drie dae hy 28°¢C geinkubeer waarna die gis— en skimmel-
kolonies, wal ontwikkel hetl, getel is. Die kolonies is
morfologies onder 'n slereomikroskoop ondersoek en die aantal
kolonies wat tol elke morfologiese groep giste of skimmels
behoort hel, is getel. Die verskillende ,nie-kultuur" giste
wal op die lisienplate ontwikkel het, is volgens die metodes
soos deur van der Wall (1970) bespreek,geisoleer, in rein

kultuur gebring en geidentifiseer.

Al die tellings is in triplikaatl gedoen (Tabel 6).

1.2.3 Resultate en gevolglrekking

Soos met die TLG tellings die geval was verskil die TNKG
tellings van die ADG monsters wat vanaf verskillende produsente
ontvang is ook onderling. Terwyl die TNKG telling in 1 g

ADG wat deur produsent A gelewer is tussen 11,7 x 102 en

14,8 x 103 varieer, varieer die TNKG telling in 1 g van die

ADG wat deur produsent B gelewer is tussen 2,2 x ]_O3 en
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( . . . . .
6H,3 x 107 en die TNKG telting in 1 ¢ van die ADG van produsent
“. [
C tussen 4,0 x I()3 en 90,2 x 107, Dit is veral opmerklik dat
die ADG watl deur produsent C geproduseer is oor die algemeen

relatiel ho&r TNKG tellings het (Tabel 6).

Gedurende die ondersoek is 72 ,nie-kultuur" gissoorie
watl op die lisienmedium ontwikkel het, geisoleer en na aan-
leiding van Lodder (1970) peideniifiseer. Die volgende gis-

soorte is gevind: Candida krusei (Castellani) Berkhoutl, C.

tropicalis (Castellani) Berkhout, C. pseudotropicalis

(Castellani) Basgal, C. guilliermondii var. guilliermondii

(Castellani) Langeron et Guerra, C. utilis (Henneberg) Lodder
et Kreger-van Rij, C. intermedia (Cifferri et Ashford) Langeron
et Guerra, C. lusitaniae van Uden et Carmo-Sousa, C. humicola

(Daszewska) Diddens et LLodder, Pichia rhodanensis (Ramircz

et Boidin) Phaff, Trichosporon cutaneum (de Beurm., Gougerot

et Vaucher) Ota en Rhodotorula rubra (Demme) Lodder.

Behalwe vir Geotrichum candidum Link ex Pers. wat op

enkele ADG monsters voorgekom het, was alle ADG monsters vry

van skimmel kontaminasie.

A.3 Die telling van die totale aantal lewensvatbhare
bakterie#d in ADG

4.3.1 dnleiding

Om 'n aanduiding van die totale aantal lewensvatbare baktericé,
wat in ADG monsters teenwoordig is, te kry, is verskillende
verdunnings van 'n ADG monster uitgeplaat. Die medium van
Green en Gray (1950) is as voedingshodem gebruik. Hierdie
medium bevat aktidioon in konsentrasies wat die groei van
sensitiewe giste inhibeer terwyl die groei van bakteried nie

beinvlioed word nie (Green & Gray, 1950).




TABEL 6

Totale aantal lewensvatbare ,nie-kultuur" gisselle (TNKG) in een gram

ADG en die aantal lewensvatbare ,nie-kultuur" gisselle

per 10° kultuur gisselle (NK/106KG)

Produsent A

Produsent B

Produsent C

Monster TNKG ‘ TNKG ¢ TNKG .
' (x102)  |VEK/10°KG | 103y [NK/10%KG | g5y [NK/10%Ke

1 138,3 0,6 691,0 17,4 0,3 1,0

2 26,6 0,1 6250,0 157,0 10,3 36,1

3 23,3 1 5,0 0,2 0,1 0,4

4 75,0 0, 3,0 0,1 0,04 0,2

5 26,6 0,1 2,8 0,1 0,4 1,7

6 126,0 5 5,0 0,2 0,7 2,5

7 33,3 1 2,2 0,1 2,3 12,0

8 148,0 7 3,3 0,1 21,9 91,3

9 76,7 4 80,2 2,9 90,2 325,0

10 11,7 1 4,0 0,2 88,7 359,0
Gemiddeld |68,6x10° 0,3 |704,7x10° 17,8 |21,5x10° 82,9

LE
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4.3.2 Bepaling van die lewensvatbare bakteries in ADG

Bepaalde verdunnings van ADG, wal soos in 3.3.2 bespreek berei
is, is volgens die metode van lHarrigan en McCance (1966) uit—
geplaat, Die afgekoelde voedingsbodem van Green en Gray (1950)
waarby aktidioon gevoeg is, is dadelik by I ml van die ADG sus-—
pensie, wal vooraf in 'n stericle Pelribakkie gepippetteer is,
gevoeg en deeglik gemeng. Die medium is laal stol en die

Petribakkies is vir twee totl drie dae by 37°¢C geinkubeer waar-

na die kolonies watl ontwikkel het, getel is, Die bepalings
1s in triplikaat gedoen. Die resultate word in Tabel 7 aan-
gedui .

4.3.3 Resultate en gevolgtrekking

Soos met die vorige resultate die geval was verskil die TLB
tellings van ADG monsters wat ondersoek is aansienlik, Die
TLB telling in 1 g ADG van produsent A varieer tussen

17,7 x 107 en 12,9 x 108 terwyl die TI.B telling tussen

2,0 x IO5 en 13,2 x 107 per gram ADG van produsent B varieer
en die TLB telling tussen 3,0 x 10/1 en 12,3 x 107 per gram

ADG van produsent C varieer (Tabel 7).

Hierdie tellings dui op die aantal baktleriesd waarmee
die praklies steriele beslag besmet word wanneer ADG daarby
gevoeg word., Dit dui egter nie op die aantal bakieried wal

in staat sal wees om in die beslag te groei nie.

Ach Die telling van die totale aantal lewensvatbare suur-

bestande baktlerie®& in ADG

1.4.1 Inleiding

Soos dil uit die voorgaande resultate blyk is ADG met bakteried
besmet en sevolpglik word die beslag met hierdie baktieried ge—

kontamineer wanneer die ADG by die beslag gevoeg word.




TABEL 7

Totale aantal lewensvatbare bakterie& (TLB)

in e

en gram ADG

Produsent A Produsent B Produsent C
Monster
nr. TLB TLB TLB

(x107) (x10°) (x10°)

1 129,0 131,0 5,3

2 56,8 39,0 5,0

3 71,9 14,0 9,8

4 94,5 0,3 0,3

5 52,5 2,7 5,3

6 28,2 0,2 29,5

7 37,1 49,7 4,3

8 17,7 132,0 58,5

9 65,5 75,0 1230,0

10 51,1 78,3 1080,0
Gemiddeld 60,4x107 52,2x10° 242,8x10°
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Van Kerken (1968) het aangetoon dal sekere baktericd, naamlik

soorle van die geslagle Pediococcus, Leuconostoc en lLactobacillus

in die suur beslag tydens die alkoholiese gisting van bantoe-
bier kan groei. As gevolg van die groei van hierdie organismes
word ongewenste stowwe, onder andere asynsuur en diaseticl, in
die heslag geproduseer. Dit is bekend dal hierdie stowwe 1in
konsentrasies so laag as 0,57 (g/v) bantoebier vir die ver-
bruiker onaanvaarbaar maak (van der Walt, 1956; Novellie,
1968) .

As gevolg van die ho€ graad van suurheid van die heslag
en die temperatuur waarby die alkoholiese gisting plaasvind,
is alle bakterie& wat in ADG teenwoordig is,nie in staat om
onder die toestande te groei nie. Die telling van die aan-
tal baklerie& wat in ADG voorkom, (4.3), gee dus nie 'n werk-
like aanduiding van die aantal bakterie& wal in die suur
beslag van die bantoebier sal groei nie. Dit 1s bekend dat
die meeste melksuurbakterie# redelik suurbestand is (Thimann,
1963). Daar is dus vermoed dat die melksuurbaktierieé wat in
ADG teenwoordig is ook in staat sal wees om in die beslag te
groei. Gevolglik is die aantal melksuurbakterie& in 'n ADG
monster bepaal om sodoende 'n aanduiding te kry van die werk-
Like aantal bakterie& wat in staat sal wees om in die beslag

te groei.

Volgens Sharpe (1960) laat die selektiewe medium van
Rogosa, Milchell en Wiseman (1951) slegs die groei van giste

en van spesies van die genera Lactobacillus, Pediococcus en

Leuconostoc toe. Die groei van akilidioon gevoelige gissoorte

op die medium van Rogosa et al. (1951) kan deur die toevoeging

van 40 d.p.m. aktidioon, onderdruk word (Sharpe, 1960).

Om toestande wal in die beslag heers, na te hools is 'n
moutekstrakvoedingsbodem, wat na pH 4,0 aangesuur is, ook ge-
bruitk om die aantal suurbestande bakterie#, watl in ADG teen-

woordig is en by 28°C sal groei, te bepaal.
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AvA 2 Bepaling van die tolale aantal suurbesiande bhakborics

en melksuurhaklerieg in ANG

Vir die tel van suurbestande bakteried is verrvkte moutekstrak-
agar gebruik. Hierdie moutekstrakvoedingsbodem is berei deur
100 m! moutekstrak (]SOB), wat vanaf moutekstrakvervaardigers
verkry is, met 1% (g/v) gisekstrak (Bacto Yeast Extract) le
verryk en na pH 4,0 met 107 (v/v) melksuur aan fe suur.

Hierdie vloeibare moutekstrakvoedingsbodem is gesteriliscer
deur dit vir 15 minute in 'n autoklaaf by 121°C te hou. Na-

dat die moutekstrakvoedingshbodem na kamertemperatuur afgekoel

het, is 80 d.p.m. aktidioon daarhy gevoeg. Honderd milli-
liter, 3% (g/v) agar is vir 15 minute in 'n autoklaaf hy 121°¢

"gesteriliseer, tol 45°C laat afkoel en by die moutekstrak-
voedingsbodem gevoeg. Sodoende is 'n mouteksirakvoedings-—
bodem by pH 4,0 verkry wat moutekstrak (7,5°B), 0,57 (g/v)
gisekstrak, 40 d.p.m. aktidioon en 1,57 (g/v) agar bevat het.
Vir die tel van melksuurbakleried is die medium van Rogosa et
al. (1951) gebruik.

Verskillende verdunnings van die ADG monster, watl soos
in 3.3.2 bespreek berei is, is volgens die meilode van Harrigan
en McCance (1966) uitgeplaat. Die afgekoelde, nog vloeibare,
agarvoedingshodems is onderskeidelik by 1 ml hoeveelhede van
die ADG suspensie, wat vooraf in Petribakkies gepippetteer i,
gevoeg en goed gemeng, Om mikro-aerofiliese kondisies in die
Rogosa medium te skep en te verhoed dat die medium Lvdens
inkubasie uitdroog, is dubbellaag plate cgegiet. Nadat die
medium gestol het, is die Petribakkies met die Rogosa medium

by 37°%C geinkubeer terwyl die Petribakkies met die moutekstrak-

voedingsbodem by 28°C geinkubeer is. Die kolonies wat na
drie dae ontwikkel hel, is getel. Die bepalings is in tripli-
kaat gedoen. Die resultate word in Tabel 8 aangedui.

Om die soorte bakterie& wat op die verskillende media

onder die bepaalde toestande ontwikkel het, te identifiseer,
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is vvl kolonics vanaf elke Petrihakkie ewekansig, volgens die
metode wat deur Harrigan en McCance (1966) aangegee word,
geselekteer. lilke geselekteerde kolonie is in reinkultuur
gebring. Die Gram kleurings-cienskap, katalase rcaksie en
beweeglikheid van die betrokke mikro-organismes in die ver-
skillende reinkulture is volgens die metodes wat deur Harrigan
en McCance (1966) aangegee word, bepaal. Indien die rein-
kulture Gram positiewe, nie-heweeglike en katalase negaliewe
bakterieselle hevat het, is hierdie bakleried as melksuur-
bakterieé& geklassifisecer. Daar is tussen die spesies van

“die Lactobacillus, Leuconostoc en Pediococcus genera op grond

van morfologiese verskille onderskei. Die teenwoordigheid

van lLeuconostoc spesies is bevesiig deur die verdagle mikro-

organisme op sukrose medium van Garvie (1960) uit te sprei,
by 28°0¢ of 37°C te inkubeer, en na die vorming van polisak-
kariede op te let. Die metode van Gibson en Adb-el-Malek
(1954) is gebruik om te bepaal of die geisoleerde bakteried

homo~ of heterofermentatief was.

Omdat vyf kolonies ewekansig op die verskillende voeding-
bodems gekies is, het die resultale wat gekry is, as aanduiding
van die aantal en tipe melksuurbakteried& en suurbestande bak—
teried wal in die ADG monster teenwoordig is, gedien. Die

resultate word in Tabelle 9 en 10 aangegec.,

A.403 Resullale on gevolglreokking

Aangesien die TSBB tLelling gemiddeld 167 Lol 61% laer as die
TLB telling is blyk dit dat alle baklerieg wat in ADG lLecn

woordig is meestal nie in staat is om in die suur beslag te

groei nie, Slegs melksuurbakteried is in staat om in die
) 50 . ., . .
suur medium by 28°C te groei. Die TIMB telling is deurcaans

laer as die TSBB telling wat daarop dui dat alle melksuur-
bakteried wat in ADG teenwoordig is, nie in staat is om by

37°C op Rogosa medium te ontiwikkel nie (Tabelle 8, 9 en 10).




13

Oor die algemeen het die ADG wat deur produsent A ve-
produseer word die hoogste TSBB telling wat tussen 7,06 x 107
en 8,3 x l()8 bakferied per gram varicer lerwyl die TSBB
telling per gram ADG van produsent B tussen 1,0 x 1()S en
83,0 x I()6 varieer en die TSBB telling van ADG van produsent
C die laagste is en tussen 0 en 12,0 x 106 hakterie& per gram

varicer (Tabel 8).

Terwyl hoofsaaklik heterofermentatiewe staafvorminge
melksuurbakterieé& op die Rogosa medium by 37°C ontwikkel het,

het hoofsaaklik Leuconostoc soorte op die suur moulekstrak-

medium by 28°C ontwikkel. Dit 1s opvallend dat terwyl die

ADG wat deur produsent A geproduseer is geen Pediococcus soorte

hevat het nie, was die ADG wat deur die ander produsente ge-

lewer is met soorte van die geslagle Leuconostoc, Lactobacillus

en Pediococcus hesmet (Tabelle 9 en 10).

4.5 Die teenwoordigheid van Kscherichia coli tipe T in ADG

A4.5.1 Inleiding

E. coli tipe | word algemeen as 'n indikator-organisme vir
moontlike fekale bhesmetting gebruik. Die teenwoordigheid

van k. coli tipe T in ADG monsters sou aandui dat die ADG
monsters moontlik met menslike palogene, bvvoorbeeld Salwonella
soorte, besmet kan wees asook dat ADG onhigiénies vervaardig

is (Pelczar & Reid, 1965).

1.5.2 Bepaling van Is. coli tipe T in ADG

"'n Buis met MacConkey medium (Oxoid, 1969) waarin 'n Durhambuis
gevoeg is, is met 0,5 ml van 'n honderdvoudige verdunning van
die ADG monster, wat soos in 3.3.2 bespreek herei is, ge-
Tnokuleer, Die geinokuleerde buis is vir een tot twee dac

by 37OC geinkubeer waarna daar gelet is of gas (in Durhambuis)

en suur (kleurverandering van indikator in medium) in die




TABEL 8

Totale aantal lewensvatbare melksuurbakteries (TMSB)

en totale aantal lewensvatbare suurbestande bakterieég (TSBB) in een gram ADG

Produsent A Produsent B Produsent C
Monster TMSB TSBB TMSB TSEB TMSB TSBEB
nr. (x10%) 7 MSB (x107) % SBB (x10%) < MSB (x10%) % SBB (x10%) <% MSB (x10%) SER
1 12,9 1,0 83,4 65 17,2 0,1 61,0 AT 5,3 10 20,0 50
2 43,1 8,0 58,6 100 | 20,5 0,5 83,0 {100 3,5 7 31,7 63
3 0,31 { 0,04 64,9 90 4,7 0,3 11,4 81 0,7 1 0 0
4 0,42 C,041 43,7 46 7,0 (23,0 0,3 33 0,1 3 0,1 4
5 2,5 C,5 52,1 99 3,0 1,0 0,7 27 9,5 13 12,4 2%
6 23,1 8,0 25,2 89 2,7 1,0 0,4 100 0,2 0,1 0 0
7 31,0 8,0 28,8 78 0,6 0,01 0,1 1 0,6 1 o 0
8 2,2 1,0 7,6 42 | 22,3 0,2 44,3 34 49,0 1 04,3 1
9 12,6 2,0 11,3 17 13,6 0,2 17,3 23 876,0 7 1205,0 10
10 4,4 0,1 3,8 17 4,6 0,1 12,7 10 800,0 7 1190,0 11
Gemiddeld|13,3x10°| 3 |38,4x107| 64 |9,6x10%| 5 |23,1x10°| 46 |174,5x10%] 6 [252,8x10%| 16
% MSB = Totale aantal lewensvatbare melksuurbakterie& uitgedruk as 'n persentasie van die
totale aantal bakterie& soos in 4.3 bepaal
% SBE = Totale aantal lewensvatbare suurbestande bakterie& uitgedruk as 'n perserntasie van

die totale aantal bakterieg& soos in 4.3 bepaal

1A%




TABEL 9

Soorte melksuurbakteried wat in ADG monsters voorkom

en op Rogosa medium by 37OC groei

Produsent A Produsent B Produsent C
Moii?er % Lactobacilli % Leuco.|% Pedio. % Lactobacilli % Leuco.|7 Pedio. % Lactobacilli % Leuco.|% Pedio.
Heterof. |Homof . SPP- SPP+ Heterof. {Homof. SPP- SPP- IHeterof. |Homof . SPP- SPP-
1 10 70 20 0 90 0 0 10 0 60 0 40
2 0 70 30 0 100 0 0 0 0 60 0 40
3 100 0 0 80 0 0 20 0 100 e 0
4 100 0 0 100 0 0 0 0 0 0 100
5 100 0 0 60 0 0 40 0 20 0 80
6 100 0 0 0 100 0 0 0 50 0 50
7 80 20 0 0 60 0 0 40 20 80 0 0
8 100 0 0 0 100 0 0 80 0 20
9 40 60 0 0 100 0 0 20 80 0 0
10 80 20 0 0 100 0 0 80 0 20
Gemiddeld 71 24 5 0 79 10 0 11 20 45 2 33

Leuco. spp.
Pedio. spp.
Heterof'.

Homof.

Leuconostoc spesies

Pediococcus spesies

Heterofermentatiewe

Homofor: outaili. e

97




TABEL 10

Soorte suurbestande bakterieg wat in ADG

voorkom en by 2800 op moutekstrakagar groei

Produsent A Produsent B Produsent C
Monster o R o R
Nr. % Lactobacilli % Leuco.|% Pedio. % Lactobacilli % Leuco.|% Pedio.|” Lactobacilli % Leuco.|% Pedio.
Heterof.|Homof. Spp- SPP- Heterof.|Homof. SPp- Spp- Heterof.|{Homof. SPp- SPp-
1 0 0 100 0 0 20 80 0 0 0 100
2 0 0 100 0 0 20 80 0 0 0 100
3 0 0 100 0 0 20 80 0 0 0 0
4 0 0 100 0 0 20 80 0 0 0 0 100
5 0 0 100 0 0 40 60 0 0 25 0 75
6 0 0 100 0 0 67 0 33 0 0 0 0
7 0 0 100 0 0 0 100 0 0 0 0 0
8 100 0 0 0 0] 0 100 0 20 0 80 0
9 20 20 60 0 0 0 100 0 40 0 60 0
10 60 20 20 0 0] 0 100 0 20 0 80 0
Gemiddeld 18 4 78 0 0 19 78 3 8 2,5 42 17,5
Leuco. spp. = Leuconostoc spesies
Pedio. spp. = DPediococcus spesies
Heterof. = Heterofermentatiewe

Homof.

Tlomofermentatiewe

9Y
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MacConkey med iam geproduseer is, Indien geen gas cn suur
na twee dae geproduscer is nie, is aanvaar dal die ADG monsler

geen i, coli Lipe 1 organismes beval nie.

In gevalle waar gas en suur na een tol twee dae by 37°%
in die MacConkey medium geproduseer is, is 0,5 ml van die
MacConkeykultuur in tweede buise wat onderskeidelik MacConkey
medium en 'n Durhambuis bevat asook in 'n buis wat triptoon-
water hevat en vooraf by 44°¢ ge€kwilibreer is, gevoeg. Die
geinokuleerde buise is vir 24 uur in 'n waterbad by 44°¢
(+ 0,500) geplaas. Tndien gas en suur in die MacConkey
medium by hierdie temperatuur geproduseer word, is die trip-
toonwaterkultuur vir die teenwoordigheid van indool, volgens
die metode watl deur Harrigan en McCance (1966) aangegee word,
getoels. In gevalle waar heide gas en suur asook indool
geproduseer is, is 'n Gram kleuring van die betrokke mikro-
organismes gemaak. Indien Gram negatiewe, staafvormige
hakterieé teenwoordig is, word aanvaar dat die ADG monster
met 5. coli tipe | mikro-organismes besmet is. Alle be-

palings is in dup!likaatl gedoen.

4.5.3 Resultate

In geen ADG monsters wat ondersoek is, kon E. coli tipe 1
mikro-organismes aangetoon word nie. Uit die aard van die
saak volg dit nie dat alle ADG wat die handel bereik, vry

van K. coli is nie.

4.6 Die teenwoordigheid van asynsuurbaktierie& in ADG

4.6.1 1Inleiding

Volgens van der Walt (1956) en Novellie (1968) is die tecen-
woordigheid van asynsuur in bantoebier in konsenirasies so

laag as 0,5% ongewens. Die bantoebier kan alleenlik vry

van asynsuur gehou word indien die beslag en die eindproduk,
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naamlik die bantoebier, nie met asynsuurproduserende mikro-
organismes besmel raak nie. Gevolglik is die teenwoordig-

heid van asynsuurproduserende mikro-organismes in ADG ongewens.

Die asynsuurbakterieé& is van die mees prominente asyn-
suurproduserende mikro-organismes (Pelczar & Reid, 1965).
Volgens Gibbs en Shapton (1968) word die asynsuurbakterie®

in drie genera, naamlik Acetobacter, Acetomonas en Gluconobacter

ingedeel, Slegs spesies van die genera Acetobacter en
Acetomonas is in staat om etanol, in die teenwoordigheid van

suurstof, na asynsuur om te sit.

4.6.2 Bepaling van asynsuurbakterie& in ADG

Tien milliliter Acetobacter medium, wat vooraf asepties in 'n
een liter Erlenmeyerfles gevoeg is, is met 1 ml van 'n
honderdvoudige verdunning van die ADG monster geinokuleer.
Die fles is vir vyf dae by 25°C tot 28°C geinkubeer, waarna
die teenwoordigheid van asynsuur in die medium bepaal is deur
daaraan te ruik. 'n Skerp, prikkellende, kenmerkende reuk
van asynsuur dui die moontlike aanwesigheid van asynsuur-
bakterie€& in die ADG monster aan. In twyfelagtige gevalle
is subkulture in Acetobacter medium gemaak wat vir drie dae
by 25°C tot 28°C geinkubeer is en weer vir die teenwoordig-

heid van asynsuur getoets is.

Die teenwoordigheid van asynsuurbakterie& in die
Acetobacter medium is bevestig deur 'n paar druppels van die
verdagte suspensie op kalk-gisekstrak-agar uit te sprei en
die geinokuleerde Petribakkies vir drie dae by 25°C tot 28°C
te inkubeer, Asynsuurbakterie& word herken deurdat helder

sones in die kalk-gisekstrak-medium om die kolonies ontstaan.

Die samestelling en voorbereiding van die media wat

gebruik is, is as volg:
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Acetobacter medium

Gisekstrak 0,5 ¢
D (+) glukose monohidraat 1 g
Sukrose 0,3 g
Maltose 0,3 g
Etanol (99 tot 100%) 4,5 ml
Gedistilleerde water 100 ml
Kalk-gisekstrak-agar

Gisekstrak 1 g
Kalsiumkarhbonaat 2 g
D (+) glukose monohidraat 2 g
Agar 1,5 g
Etanol (99 tot 100%) 2 ml
Gedistilleerde water 100 ml

Die bestandele, behalwe die etanol, is in die water
opgelos en vir 15 minute by 121°C in 'n autoklaaf gesterili-
seer. Nadat die media na 45°C afgekoel het 1s die etanol
daarby gevoeg. NDie kalk-gisekstrak-agar is direk in Petri-

bakkies gegiet.

4.6.3 Resultate

Al die ADG monsters wat ondersoek is, was vry van asynsuur-
bakterieg. Dit duil egter nie daarop dat alle ADG wat die

handel bereik, vry van asynbakterie& is nie.




HOOFSTUK ¥V

DIE GISTINGTEMPO VAN AKTIEWE DROE BROUERSGIS

5.1 1Inleiding

Die tweede mikrobiale omsetting wat tvdens die brou van bantoe-
bier plaasvind, is 'n alkoholiese gisting. Hierdie gisting
word deur bogistende stamme van S. cerevisiae, wat in die vorm

van ADG aan die brouer voorsien word, uitgevoer,

Nadat die beslag na 30°C afgekoel het, word ADG daarby
gevoeg. Die alkoholiese gisting wal hierop volg, word ge-
woonlik binne agt tol 24 uur voltooi (Novellie, 1968). Dit
word aanheveel dat die beslag metl groot hoeveelhede ADG, on-
geveer 0,027% (g/v), geinokuleer word (Novellie, 1966; Visser,
1971). Die doel hiervan is om onder andere die groei van
kontaminerende, ongewenste mikro-organismes deur die grool
aantal aktiefl vermeerderende gisselle te onderdruk of te ver-
traag. Sodoende word die gehalte en die houvermo& van die

bantoebier verbeter.

Aktiewe dro& brouersgis is 'n heterogene mengsel wat
uit lewensvatbare kultuur gisselle, geinakliveerde gisselle,
pnie-kultuur" gisselle en bakteried bestaan (Hoofstuk ITT en
V). Om die alkoholiese gisting tydens bantoebierbereiding
binne agt tot 24 uur te laat geskied en die groei van kon-
taminerende mikro-organismes in die beslag effektief te ver-
traag of te onderdruk, moet die gisselle wat in ADG feenwoordig

is in 'n aktiewe toestand wees,

Gedurcende die alkoholiese gisting word glukose, maltose
en ander gisbare suikers, wat in die bantoebierbeslag teen-

woordig 1s, hoofsaaklik na etanol en koolsuurgas omgesit.
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Volgens die formule van Guy lLussac sal vir elke mol etanol wal

tvdens alkoholiese gisting gevorm word een mol koolsuurgas

[}

geproduseer word (lknebo & Sandegren, 1952). Koo lsuurgas-
of etanolproduksie kan dus gebruik word om die verloop van 'n
alkoholiese gisting te volg. Thorne (1954) hel die tempo
waarteen koolsuurgas deur brouersgis, onder gespesifiscerde
omstandighede geproduseer is, as maalstaf gebruik om die
gedrag van die brouersgis gedurende alkoholiese gisting te

kan voorspel.

Jago het reeds in 1885 voorgestel dat die vermo& van
gis om gas in 'n sukrose oplossing, wat met ammonium- en
kaliumfosfate verryk is, te produseer, as aanduiding van die
aktiwiteit van die gis gebruik kan word (White, 1954).
Sedert die tydperk van Jago is verskeie metodes ontwikkel om

die tempo van koolsuurgasproduksie deur giste, tydens alko-

holiese gisting, vas te stel. Verskeie apparate is vir die
doel beskikbaar. Die meeste apparate bestaan uit 'n reaksie-

fles wat 'n sukrose oplossing en gis bevat en aan 'n gasburet
verhind is. Die reaksiefles word geskud om die gisselle in
suspensie te hou en te verhoed dat die gistingssubstraat met
koolsuurgas oorversadig raak. Die hoceveelheid koolsuurgas
wal Lydens die alkoholiese gisting deur die gis in die
reaksiefles geproduseer word, word hepaal deur die gas in 'n
gasburet oor kwik of 'n kalsiumchloriedoplossing op te vang
(White, 1954).

Lewis, Dwarkanath en Johar (1958)en Burrows en Harrtson
(1959) het die aktiwileit van bakkersgis bhepaal deur die
bakkersgis met meel te meng en dan 'n deeg te maak. Die ak-
tiwiteit van die bakkersgis is in verband gebring of met die
tyd wat nodig was om die volume van die deeg te verdubbel of
met die hoeveelheid koolsuurgas wat binne 'n bepaalde tyd

geproduscerr is,

Die gistingstempo van giste is deur Gilliland (1955)

bepaal deur die verandering in soortlike gewig van 'n

\o. Py s f:?“?% 1 d :) ‘ 01




oisbinesubstraal watl fydens alkoholicse gisting plaasvind, na

fe cgaan. Deur dit te verpelvk mel die verandering in =oort-

like gewig van diesellde gistingsubstraat wat deur 'n standaard-

gis tvdens alkoholiese gisting ftewee gebring is, i1s die ¢is-

tingstempo van die onhbekende g¢gis bhepaal.

Thorne (1954) het die apparaat van Bamann en Myrbéack
(1941) wat later deur Enebo en Sandegren (1952) gewysig is,
gebruik om die gistingstempo van brouersgis te bepaal. Die
apparaat bestaan uit 'n bewegende fermentasieflessie waarin
die gistingsubstraat en gis gevoeg 1s, Die fermentasieflessie
word by konstante temperatuur in 'n waterbad gehou en is deur
middel van 'n glasbuis aan 'n gasburet verbind. Die gasburet
is mel kwik gevul wal deur koolsuurgas, wat tydens alkoholiese
gisting geproduseer word, verplaas word. Die gistingstempo
van brouersgis 1s deur Thorne (1954) in Lerme van 'n enkele
waarde die 5 waarde uitgedruk. Hierdie é vaarde word bepaal
om die hoofdeel van 'n alkoholiese gisting te karakteriseer

en kan gedefinieer word as diec hoeveelheid koolsuurgas watl in

een uur deur 1 g gis geproduseer word. Hiervolgens 1s
o v x h
¢ =
t x g
waar
v = 807 van die {olale hoeveelheid

koolsuurgas wal geproduseer kan word
h - 60

t = tyd in minute benodig deur die gis
om 80% van die totale hoeveelheid

koolsuurgas te produseer

g = massa van die gis wat tydens die

bepaling gebruik 1is.
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Anders as wal verwag is, is dic Warburg-apparaat nie
gebruik om die gistingstempo van akliewe droé€ gis te bepaal

nie. !

n Voorlopige ondersock is uiteevoer om te bhepaal of
die Warburg—-tlegnick gebruik kan word om die gistingstempo van
ADG te bepaal. Dit 1s egler sevind dat weens die hetero-
geniteit van die ADG en die klein hoeveelheid gis wat vebruik
moet word, dit nie moontlik was om herhaalbare resultate met
die Warburg-tegniek te kry nie. Die moontlikheid om 'n ap-
paraat te gebruik socortgelyvk aan die wat deur Enebo en
Sandegren (1952) gebruik is, is ook ondersoek. Dit het
egter geblyk dat weens die grootte van die apparaat dit om-
slagtig en lomp is en dus nie vir roetine doeleindes geskik
sSou wees nie, Gevolglik 1s die gistingstempo van ADG 1in
hierdie ondersoek bepaal deur gebruik te maak van 'n apparaat
wal gebaseer is op die apparaat watl deur Thorne (1954) gebruik

1S.

5.2 Die bepaling van die gistingstempo van ADG

5.2.1 Apparaat

Die apparaatl watl gebruik is om die gistingstempo van ADG te
bepaal, bestaan uil 'n 100 ml gashuret wat deur middel van
glashuise aan 'n peervormige glasreservoir en 'n fermentasie-
flessie verbind is (Figuur 7). Die gasburet en die glas-—
reservoir is met 'n 10% (g/v) kalsiumchloriedoplossing gevul,
Die apparaat 1s so gemonteer dat beide die gasburet en die

reservolir op en af beweeg kan word.

Deur middel van 'n glas svbuis (x) wat van 'n kraan (D)
voorsien 1is, word die gasburet aan die atmosfeer blootgestel.
Die tweede glas sybuis (y) van die gasburet strek oor die
rand van die waterbad in die waterbad in af. Die sybuis (v)
is van 'n slypstuk voorsien waaraan 'n 50 ml fermentasieflessie,
wat ook 'n slypstuk het, gasdig geheg kan word. Die fermen-

tasieflessie is van 'n kantelbare syarm voorsien. Die syarm
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beval 'n slvpstuk wat in 'n slypstuk van die fermentasieflessio
pas en gasdig daaraan gehey kan word., Die syvarm van die
fermentasieflessic is so gekonstrueer dat indien ditl gekantel
word die hele inhoud daarvan in die fermentasieflessie sal
heland. Die fermentasieflessie word deur middel van die sv-

buis, kraan (c) en 'n rubberbuis aan die atmosfeer verbind.

'n Magnetiese roerstafie, een sentimeter lank, in die
fermentasieflessie word deur 'n Methrom magnetiese roerder,
wat onderkant die waterbad geplaas is, aangedryf. Die glas
waterbad is 45 cm diep en word byna tot oorlopenstoevol met
kraanwater gevul., 'n Houtplank wat die waterbad ondersteun
is hoog genoeg aan die metaalkonstruksie gekoppel sodat die
magnetiese roerder onder die plank ingeskuif kan word. Die
temperatuur van die waterbad word deur 'n Biihler termostaatl,

wat aan die melaalkonstruksie vas is, by 30°C (+ O,SOC) gehou.

'n Metaalsilinder, wat koolsuurgas bevat, is een metler
van die apparaatl af geplaas en is deur middel van 'n rubber-
buis aan die apparaal verbind. 'n Veiligheidsuitlaatklep is
in die rubberbuisverbinding tussen die koolsuurgassilinder en

die apparaat aangebring.

5.2.2 Faktore wat die bepaling van die gistingstempo van ADG

beinvloed

5.2.2.1 1Inleiding

Die invloed van verskeie faktore op die gistingstempo van ADG

is tydens voorafgaande ondersoeke nagegaan.

5.2.2.2 'n Standaard gistingsubstraat vir die bepaling van

die gistingstempo van ADG

a. Inleiding

Om die gistingstempo van verskillende ADG monsters te vergelyk,
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Verklaring van [Fiouur
j= {2

T

Svbuis (x)

Sybuis (v)

Kraan (D)

Kraan (a)

Kraan {(c)

Rubberbuis

Rubberbuis

Dikwandige rubberbuis
Metaalraamwerk
Reservoir

Termostaat

100 ml gasburet gevul met 107

Ca012 oplossing
Waterbad
Houtraamwerk

Me taalvere

Syarm

Fermentasieflessie met fermentasiemedium

Magnetiese roerstafie
Magnetiese roerder
Veiligheidsuitlaatklep

Koolsuurgassilinder

(¢/v)




is dit nodig dat die gistingstempo's daarvan onder identiese
toestande hepaal word. Aangesien ADG tydens die brou van
bantoebier gebruik word om die alkoholiese gisting uit tle
voer, is dit wenslik dat die gistingstempo van ADG in 'n sub-
straat wat ongeveer dieselfde samestelling as die hantoebier-
beslag het, bepaal word. Gevolglik is die moontlikheid
ondersoek om sorghummoutekstrak as gistingsubstraat vir die

bepaling van die gistingstempo van ADG te gebruik.

Die moontlikheid om 'n chemies gedefinieerde sintetiese
of semi-sintetiesemedium, wat kommersieé&l beskikbaar 1is, as

gistingsubstraat te gebruik, is ook ondersoek.

b. Metode gevolg om 'n geskikte standaard gistingsubstraat

te vind

'n Aantal sorghummoulekstirakte is berei deur 10% (g/v) graan-
sorghummoul in water mengsel Lot pH 4,0 met 10% (v/v) melksuur

1

aan te suur, Die aangesuurde mengsel is vir lwee uur in 'n

waterbad by 60°C gehou terwyl ditl gedurig met meganiese

roerders geroer is. Die moutekstrak is daarna deur 'n
Whatman nr. 1 fillreerpapier gefiltreer. Die filtraat is so
gou moontlik tot 93°C oor 'n bunsenvlam verhit. Die sorghum-

moutekstrakmedium is in een liter flesse gevoeg en vir 15

minute by 12100, in 'n autoklaaf, gesteriliseer.

Om {e bepaal of die samestelling van die verskillende
moutekstrakte dieselfde is, is die gistingstempo van dieselfde
ADG monster met die verskillende lotte moutekstrak as gisting-
substraat soos in 5.2.3 bespreek, met mckaar vergelyk. Aansien-
like variasie in gistingstempo is egter waargeneem. Hierdie
variasie kon moontlik aan verskille in die suikerinhoud van
die verskillende ekstrakte toegeskryf word. Gevolglik is die
glukose-, malinse-en maltotriose-inhoud van die verskillende
lotte moutekstrakte met behulp van die Van Iterson-Kluyver
metode van Kluyver (1914) bepaal. Vir hierdie doel is gebruik
gemaak van geselekteerde kulture van S. unisporus Jorgenson,
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S. cerevisiae en S. uvarum Beijerinck wat onderling in hul
gisting van maltose en maltotriose verskil. Die glukose-

en maltose-inhoud van die verskillende lotte moutekstrak 1s
gelvk pgestel en die gistingstempo van dieselfde ADG monster

is daarin bepaal. Omdatl die gistingstempo's nog steeds
verskillend was, is die medium wat die laagste waarde gelewer
het met 0,25 ml van die vitamienoplossing van van der Walt
(1970) verryk. Die gistingstempo van dieselfde ADG monster
1s weereens daarin bhepaal. Die gistingstempo's van dieselfde
ADG monster was nog verskillend. Gevolglik is verskeie semi-
sintetiese en chemies gedefinieerde sintetiese media as gis-
tingsubstraat gebruik om die moontlikheid te ondersoek om

hierdie tipe media as standaard gistingsubstraat te gebruik.

Die resultate wat verkry is word in Tabelle 11 en 12

aangegee.

c. Resultate en gevolgirekking

Dit is nie moontlik om 'n sorghummoutekstrak met dieselfde
samestelling agtereenvolgens te berei nie (Tabelle 11 en 12).
Dit blyk ook dal die verskil tussen die moutekstrakte nie

slegs aan die verskil in glukose-, maltose-, maltoilriose-en
vitamieninhoud toegeskryf kan word nie. Weens die feit datl
dit nie moonllik is om moutekstrakte mel dieselfde samestelling
te bherei nie, is dit gevolglik nie moontlik om sorghummout-
ekstrak as standaard gistingsubstraat vir die bepaling van die

gistingstempo van ADG, te gebruik nie.

Sekere semi-sintetiese en chemies gedefinieerde sinte-
tiese media kan as vergistingsubstraat gebruik word (Tabel 11).
In vergelyking met die semi-sintetiese media blyk dit dat
Wickerham stikstofbasis, verryk met 1,247 (g/v) glukose, die
beste gistinvsubstraat is (Tabel 11). Wickerham stikstof-
basis is 'n chemies gedefinieerde sintetiese medium en dus ook
ten volle reproduseerbaar. Aangesien hierdie medium ook kom-—

mersieé€l beskikbaar is, is dit maklik bekombaar en is dit




59

11

TABEL

Die @ waardes van ADG met

verskillende gistingsubstraat

Medium ¢ | ALG gebruik

M.E. -1 145

M.E. - 2 157

M.E. - 3 153

M.E. - 1 143 AL12
M.E. - 2 154 AL12
M.E. — 1 + malt 141 AL12
M.E. — 1 + vit. 127 A.12
M.E. = 1 + biot. 122 A.12
M.E. - 1 113 B.12
G.E. + glu. 126 B.12
B.P. + glu. 120 B.12
W.N. + glu. 129 B.12

*.
Vir die samestelling van die media

sien Tabel 12




Die samestelling

TABEL 12

van verskeie gistingsubstrate vir die

bepaling van die gistingstempo van ADG
Medium % Glukose % Maltose % Maltotriose Ander pH

M.E. -1 1,24 0,11 0,17 Moutekstrak 4,0

M.E. - 2 1,24 0,51 0,15 Moutekstrak 4,0

M.E. - 3 - - - Moutekstrak 4,0

G.E. + glu. 1,24 0 0 1,0% Gisekstrak 4,0

B.P. + glu. 1,24 0 0 1,0% Bacto Peptoon 1,0

W.N. + glu. 1,24 0 0 Wickerham stikstof- 4,0
basis

M.E. = 1 + malt 1,24 0,51 0,17 Moutekstrak 4,0

M.E. - 1 + vit. 1,24 0,51 0,17 Moutekstrak + 0,25 4,0
ml vitamienoplossing

M.E. - 1 + biot. 1,24 0,51 0,17 Moutekstrak + 0,06 4,0
mg% biotin

09
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gevolglik in hierdie ondersoek met 1,247 (g/v) glukose ver-

rvk, na pH 1,0 gebring en as standaard gistingsubstraal gebruik,

5.2.2.3 Die invlioed van verskillende hoeveeclhede gisting—

substraat

a. Inleiding

Om vas te stel watter volume gistingsubstraat 'n prakties
mee tbare hoeveelheid koolsuurgas binne 'n redelike tyd sal
gee, 1s verskillende hoeveelhede gistingsubstraat gebruik om

die gistingstempo van ADG 1e bepaal.

b. Eksperimentele metode

Verskillende hoeveelhede gistingsubstraat is gebruik om die
gistingstempo van ADG te bepaal (5.2.3). Die resultate word

in Figuur 8 aangegee.

¢. Resultale en gevolglrekking

Waar 30 mil gistingsubstraatl gebruik is, is meer as 100 ml
koolsuurgas geproduseer. Metl 25 ml gistingsubstraat is on-
geveer 95 ml koolsuurgas na volledige gisting geproduseer,
sodat diec gasburet byna volledig met gas gevul was (Figuur 8).
Om dié rede is besluit om 25 ml gistingsubsiraat vir die

bepaling van die gistingstempo van ADG te gebruik.

5.2.2.4 Die invloed van verskillende hoeveelhede ADG

a. HKEksperimentele metode

Verskillende hoeveelhede ADG is gebruik om die gistingstempo
van 'n bepaalde ADG monster te bepaal (5.2.3). Alle be-
palings is | duplikaat gedoen. Die resultate word in

Figuur 9 aangedui.
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FIGUUR 8

Die produksie van koolsuurgas deur 0,5 ¢ ADG in verskillende

hoeveelhede gistingsubstraat
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L. Resultate en gevolgtrekking

Koolsuurgas word teen verskillende tempo's deur verskillende
hoevee lhede ADG geprodusecer (I"iguur 9). Dit is dus noodsaak-
lik dat presies diesellde hoevee lheid ADG vir die bepaling

van die gistingstempo van 'n ADG monster sebruik moet word.
Gevolglik is 0,5 ¢ ADG, afgeweeg tot die vierde desimale svfer

en op vogvrye basis bereken, deurgaans gebruik.

5.2.2.5 Die invloed van die spoed waarmee die magnetiese

roerstafie in die gistingsubstraat roteer

a. Inleiding

Volgens Schultz, Atkin en Frey (1942) is dit nodig dat die
gistingsubstraat in die fermentasieflessie in beweging gehou
word ten einde te verseker dat die gisselle in die gisting-
substraat in suspensie bly. Sodoende word ook verhoed dat
die gistingsubstraat oorversadig mel koolsuurgas raak en dat
die koolsuurgas gevolglik onreélmatlig vrygestel word. Die
beweging van die gistingsubstraat moet egler nie so hewig wees

dat dit teen die wande van die fermentasieflessie opspat nie,

b. Bepaling van die invloed van die spoed waarmee die

magneiiecse rocrstafie in die gistingsubsiraat roteer

Die gistingstempo's van 'n ADG monster is agtereenvolgens,

s00s in 5.2.3 hespreek, bepaal terwvl die magnetliese roerstafie
Leen verskillende lempo's roteer het. Alle bepalings is in
duplikaat gedoen. Die resullate wat verkry is, word in

[figuur 10 aangedui.

c. Resultate en gevolgtrekking

Indien geen votasie van die magnetiese roerstafie in die ver-
gistingsubstraat plaasgevind het nie, is die koo lsuurgas

tydens die vergisting onreélmatig vrygestel. Waar die
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magneliese roerstafiec fteen ongeveer 4200 o.p.m. geroteer het,
is die vergistingsubstraat feen die wande van die fermentasic-
flessie opuespat., In gevalle waar dice magnetiese roerstafie
fteen 100 o.pem. (+ 1 o.p.m.) geroteer het, het die gisselle in
die gistingsubstraat in suspensie geblv en het die gisting-
substraat nie teen die kante van die fermentasieflessie opge-
spat nie. Die koolsuurgas is ook in die geval reélmatig
vrygestel (Figuur 10). Hierdie rotasiespoed 1is gevolglik

tydens die bepaling van die gistingstempo van ADG gebruik.

5.2.2.6 Die invloed van koolsuurgasspoeling

a. Inleiding

Die spoel van die apparaal met koolsuurgas is nodig om
respirasie te onderdruk en te verseker dat die vloceistoffases,
naamlik die kalsiumchloriedoplossing en die gislingsubstiraat,

met koolsuurgas versadig is.

h. Bepaling van die invloed van koolsuurgasspoeling

Nadat die apparaat vir 30 minute met koolsuurgas gespoel is,
asook sonder dat die apparaat met koolsuurgas gespoel is, is

die gistingstempo'’s van 'n ADG monster agtereenvolgens, soos

in 5.2.3 bespreek, bepaal. Alle bepalings 1s in duplikaat
gedoen, Die resultate word in Figuur 11 aangedui.

c. Resullate en gevolgtrekking

As gevolg van die Pasteur-effek, wat die vermo& van gis om

te fermenleer onderdruk, blyk dit dat die produksie van kool-
suurgas teen 'n stadiger tempo plaasgevind het wanneer die
apparaal nie met koolsuurgas gespoel is nie (Figuur 11).

Om die Pasteur-effek uit te skakel en fermentatiewe toestande
in die apparaat te skep, is die apparaat soos in 5.2.3 be-

spreek, vooraf vir 30 minute met koolsuurgas gespoel.
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5.2.2.7 Die invioed van skuimvorming

an. Inleiding

Tydens die bepaling van die gistingstempo van bepaalde ADG

monsters is dit opgemerk dal grool hoeveelhede skuim cevorm

kan word. Die gevolg hiervan was dal gisselle aan die kante
van die fermentasieflessie blyv vaskleef het. Dit is ver-
moed dat die vorming van skuim die gistingstempo van ADG be-

invloed.

b. Bepaling van die invloed van skuimvorming

Die bepaling van die gistingstempo's van ADG monsters wat

skuim vorm en van ADG monslers watl nie skuim vorm nie, is in
duplikaat gedoen. Ongeveer 0,2 m! van 'n anti-skuimmiddel,
wat uil 'n mengsel van sewe dele vloeibare medisinale paraffien
en een deel oliesuur hestaan, is vooral in die gistingsubstraat
van een van die duplikaal bepalings gevoeg. Die prosedure,

soos in 5.2.3 bespreek, is gevolg.

c. Resultale en gevolgtrekking

Die vorming van skuim beinvioed dic gistingstempo van ADG
(Figuur 12). Dil blvk ook dat die vorming van skuim tydens
gisting deur die anli-skuimmidde! onderdruk word sonder dai
die gistingstempo van die giste beinvloed word, Gevolglik

is die vorming van skuim tydens die bepaling van die gistings-
tempo van ADG onderdruk deur vooraf 0,2 ml anti-skuimmiddel

by die gistingsubstraat te voeg.

5.2.3 Bepaling van die gistingstempo van ADG

Met inagneming van die faktore wat die gistingstempo van ADG
beinvloed i« die volgende werkswyse gevolg om die gistings—
tempo van ADG te hepaal. Die skoon, dro&, magnetiese roer-

stafie, mei plastiek oorgetrek, is in die fermentasieflessie,
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Produksie van koolsuurgas deur skuimvormende en nie—skuim-

vormende ADG monsters in die teenwoordigheid en afwesigheid

van anti-skuimmiddel
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wat vooraf met gedistileerde water gespoel is en by 50°C ge-~-
droog is, geplaas. Vyf en twintig milliliter (sien 5.2.2.3)
gistingsubstraat (sien 5.2.2.2), waarby 0,2 ml anti-skuim-
middel gevoeg is (sien 5.2.2.7), is in die fermentasieflessie
gevoeg. Kraan c¢ van die fermentasieflessie is oopgelaat.

In die syarm is 0,5 g ADG (sien 5.2.2.4) afgeweeg. 'n Ho#&
vakuum smeermiddel (Dow Corning Silikoon) is aan die slypstuk
van die syarm aangesmeer. Die syarm is versigtig in sy
posisie aan die fermentasieflessie geheg. Sorg is gedra dat
van die ADG nie in die gistingsubstraat beland nie. Metaal-
vere 1s aangebring om te verseker dat die slypstukke van die

syarm en die fermentasieflessie gasdig aanmekaar heg.

Die gasburet is na die boonste posisie geskuif sodat
die punt van die sybuis (y) bo die oppervlakte van die water
is. Die slypstuk van die sybuis (y) is ook met die ho#&
vakuum smeermiddel gesmeer. Die fermentasieflessie is ver-
sigtig aan die slypstuk van sybuis (y) geheg. Metaalvere is
ook hier aangebring om 'n gasdigte aanhegting tussen die

fermentasieflessie en die sybuis te verseker.

Vervolgens is die gasburet na die onderste posisie ge-
skuif sodat die fermentasieflessie in die waterbad afsak en
ongeveer 4 cm bo die magnetiese roerder tot stilstand kom.
Die magnetiese roerder is aangeskakel en die gistingsubstraat
is teen 100 o.p.m. (+ 1 o.p.m.) (sien 5.2.2.5) van die mag-

netiese roerstafie gemeng.

Krane a, b en ¢ is steeds oopgelaat en die hele apparaat
is vervolgens aan die koolsuurgassilinder deur middel van 'n
rubberbuis gekoppel en vir 30 minute met koolsuurgas gespoel
(sien 5.2.2.6). Gedurende die koolsuurgasspoeling is die
kalsiumchloried reservoir herhaaldelik gelig en laat sak sodat

alle lug uit die gasburet verplaas kon word.

Nadat die apparaat vir 30 minute met koolsuurgas gespoel

is, is die koolsuurgas toevoer afgesluit en kraan c¢ van die
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fermentasicllessie is gesluil. Deur die reservoir tot op 'n
bepaalde hoogle te skuil, is die kalsiumchloriedkolom in die

gasburet Lol op die nulmerk gebring. Kraan b, van sybuis x,
is hierna gesluit. Deur die syarm van die fermentasieflessie

versigtig te kantel, is die inhoud daarvan in die gisting-

substraat gestort. Terselfdertyd is 'n stophorlosie aange-
skakel., Die kamertemperatuur en lugdruklesing is so gou
moontlik daarna gemeet en genoteer. 'n Negatiewe druk is

in die gasburet gehandhaaf deur die kalsiumchloried oppervlakte
in die reservoir altyd onder dié van die gasburet te hou.

Die verstellings is,wanneer dit nodig was, gedurende die duur
van die eksperiment gedoen. Deur die vlakke van die kalsium-
chloriedoplossing in die reservoir en die gasburet gelyk te
stel, is na tydsperiodes van vyf minute bepaal hoeveel kool-
suurgas geproduseer is. Wanneer die produksie van gas afge-
neem het, is 'n finale lesing geneem en terselfdertyd is die

lugdruklesing en die kamertemperatuur weer bepaal en genoteer.

5.2.4 Die_berekening van die gistingstempo van ADG

5.2.4.1 Berekeningsmetode

Thorne (1954) druk die gistingstempo van gis in terme van 'n
enkele waarde, die sogenaamde @ waarde uit. Die @ waarde

van gis word deur Thorne (1954) gedefinieer as die hoeveelheid
koolsuurgas in milliliter by N.T.D. wat in een uur deur een

gram gis geproduseer word.

Volgens Thorne (1954) word die einde van 'n gisting
geleidelik bereik en gevolglik kan die volledige verloop van
die gisting nie gebruik word om 'n enkele waarde te bereken
wat die gisting sal karakteriseer nie. Om 'n gemiddelde
waarde te kry, wat die hoofdeel van die gisting karakteriseer,
is dit dus nodig om die finale waardes van die gisting buite

berekening te laat.
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Dit is gevind dat die vinnige afname 1n koolsuurgas=—
produksie tydens gisling nie plaasvind voordal meer as 80% van
die totale hoeveelheid koolsuurgas geproduseer is nie (Thorne,
1954). Om 'n enkele waarde te kry wat die gistingstempo onder
enige gespesifiseerde eksperimentele kondisies karakteriseer
bereken Thorne (1954) 'n gemiddelde ¢ waarde, naamlik a. Die
a waarde word bereken deur die tyd wat nodig is om 80% van die
totale hoeveelheid koolsuurgas wat tydens volledige gisting
geproduseer kan word, te bepaal. Vervolgens word hierdie
waarde gebruik om die hoeveelheid koolsuurgas by N.T.D., wat
deur een gram gis in een uur geproduseer word, te bereken.

In geval waar Wickerham stikstofbasis, verryk met 1,24% (g/v)
glukose, soos in 5.2.3 bespreek, as gistingsubstraat gebruik
word, is 76 ml koolsuurgas, by N.T.D. bereken, na volledige

gisting geproduseer. Tagtig persent hiervan is 60,8 ml.

Deur die resultate, soos in 5.2.3 verkry grafies voor te
stel, word 'n grafiek wat die verloop van die vergisting aan-
dui, verkry (Figuur 13). Van hierdie grafiek kan die tyd (t)
wat nodig is om 60,8 ml (v) koolsuurgas, by N.T.D. bereken, te
produseer, verkry word. Aangesien 0,5 g ADG vir die bepaling

gebruik word, is die ¢ waarde as volg bereken:

- 60 x v
§ - —
t x 0,5
Uit Figuur 13 is t = 44 en v = 60,8, daarom is
_ 60 x 60,8
§ - — L
44 x 0,5
= 166,

Die ¢ waardes van ADG monsters is in duplikaat bepaal.

Die resultate word in Tabel 13 aangegee.
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5.2.4.2 Resultate en bespreking

Die gisting wat tydens die bepaling van die gistingstempo van
ADG plaasvind, verskil van die gisting wat tydens bantoebier-
bereiding plaasvind in soverre dat die giskonsentrasie tydens
die eersgenoemde gisting veel ho&r as gedurende die laasge-
noemde gisting is sodat daar geen noemenswaardige gisgroei
gedurende hierdie gisting plaasvind nie. Tydens die bepaling
van die gistingstempo van ADG word die gisselle gedurig geroer

terwyl dit nie die geval tydens bantoebierbereiding is nie.

Dit word egter gehoop dat die waardes wat met hierdie
metode verkry word, gebruik kan word om die gedrag van ADG

tydens alkoholiese gisting te voorspel.

Soos met al die vorige ondersoekte eienskappe van ADG
die geval was, blyk dit dat die gistingstempo's van verskillende
ADG monsters heelwat varieer. Die a waardes van die ADG wat
deur produsent A geproduseer is, varieer tussen 134 en 163
terwyl die 6 waardes van die ADG wat deur produsent B gelewer
is tussen 122 en 163 gevarieer het en die 6 waardes van die
ADG wat deur produsent C gelewer is tussen 128 en 143 gevarieer
het.




- V

Milliliter 002 by N.T.D.

80

i 3 3. 1 1 L

I5 20 25 30 35 40 45
Tyd (minute)

FIGUUR I3

Die bepaling van die ¢ waarde van ADG
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TABEL

Die 5 waard

es van die

verskillende ADG monsters

Produsent A Produsent B Produsent C
Monster
nr. 6 ¢ ¢
1 147 131 142
2 150 144 131
3 145 139 143
4 138 141 133
5 150 139 128
6 149 141 133
7 163 151 132
8 137 163 143
9 143 146 136
10 134 122 135
Gemiddeld 146 142 136




HOOFSTUK VI

DIE INVLOED VAN DIE TEMPERATUUR VAN DIE REHIDRASIEVLOEISTOF
OP DIE GISTINGSTEMPO VAN AKTIEWE DROE BROUERSGIS

6.1 Inleiding

Die aktiwiteit van ADBG word deur die temperatuur van die re-
hidrasievloeistof beinvloed (Thorn & Reed, 1959). Peppler en
Rudert (1953) en Ponté, Glass en Geddes (1960) het aangetoon
dat die aktiwiteit van ADBG wat in water by ongeveer 5°¢ ge-
rehidreer is, laer is as die aktiwiteit van ADBG wat in water
by ongeveer 40°C gerehidreer is. ADBG wat in water by 4,50C
gerehidreer is, het 78% tot 89% minder koolsuurgas onder dic-
selfde toestande geproduseer as ADBG wat in water by 43°cC ge—
rehidreer is (Herrera et al., 1956). Na aanleiding van
Peppler en Rudert (1953) en Ponté et al. (1960) word die akti-
witeit van ADBG die heste herwin indien dit by ongeveer 40°¢

gerehidreer word.

Dit word aanbeveel dat ADG tydens die brou van bantoe-
bier vooraf by 35°C tot 43°C gerehidreer word (Novellie, 1968;
Visser, 1971). Die invloed wat die temperatuur van die re-
hidrasievloeistof op die gistingstempo van ADG het, is egter

nie bekend nie. Gevolglik is hierdie invloed nagegaan.

6.2 Bepaling van die invloed van die temperatuur van die

rehidrasievloeistof op die gistingstempo van ADG

Een gram hoeveelhede van dieselfde ADG monster is in 8 ml

# hoeveelhede fisiologiese soutoplossing, wat vooraf by verskil-
lende temperature geékwilibreer is, gerehidreer. Die ADG
suspensies is deeglik gemeng deur dit te skud. Twee milli-

liter van die onderskeie suspensies is afsonderlik in 'n syarm
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van die apparaat, soos in 5.2.1 beskryf, gevoeg.

Vooraf is die prosedure om die gistingstempo van ADG te
bepaal met 'n le€ syarm gevolg (5.2.3). Nadat die apparaat
vir 25 minute met koolsuurgas gespoel is, is die fermentasie-
flessie uit die waterbad gelig. Die le€ syarm is met die
syarm, wat 2 ml van die ADG suspensie bevat het, vervang.

Die fermentasieflessie is vervolgens weer in die waterbad laat
afsak en die apparaat is vir 'n verdere vyf minute met kool-
suurgas gespoel. Die gistingstempo's van die verskillende
ADG suspensies is hierna bepaal (5.2.3). Alle bepalings 1is
in duplikaat gedoen. Die resultate word in Figuur 14 aange-

gee.

6.3 Resultate en gevolgtrekking

In ooreenstemming met die resultate wat deur Peppler en Rudert
(1953) en Ponté et al. (1960) vir ADBG aangetoon is, is gevind
dat die gistingstempo van ADG ook deur die temperatuur van die
rehidrasievloeistof beinvloced word. Die gistingstempo van
ADG word die beste herwin wanneer dit by 35°C tot 42°C gere—
hidreer word (Figuur 14).

Dit is aangetoon dat die hoogste TLG telling vir ADG
verkry word wanneer ADG by 42°C gerehidreer word (Hoofstuk ITI).
Hierdie resultate dui daarop dat daar moontlik 'n verband
tussen die gistingstempo van ADG en die TLG telling daarvan

bestaan.
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HOOFSTUK VII

DIE VOG-, AS- EN STIKSTOFINHOUD VAN
AKTTEWE DROE BROUERSGIS

7.1 Die vog— en asinhoud van ANG

7.1.1 1Inleiding

Die stabiliteit van ADBG neem vinnig af indien die voginhoud
daarvan hoér as 12% is. Wanneer die voginhoud van ADBG
onder 8% daal neem die aktiwiteit van die ADBG af aangesien
meer gisselle gedurende die bereiding van ADBG geinaktiveer
word. ADBG wat 56%, 30% en 6,57 vog bevat het, het onder-
skeidelik 2%, 5,2% en 25% geinakiiveerde gisselle bevat
(Lewis et al., 1958).

Na aanleiding van Sant en Peterson (1958) is 'n vog-
inhoud van 8% vir ADBG 'n voginhoud wat die aktiwiteit van
die ADBG verhoog maar die stabiliteil daarvan verlaag en 'n
voginhoud wat die stabiliteit van die ADBG verhoog maar die
aktiwiteit daarvan verlaag. Volgens Bulletin nr. 37 (1969)
van die International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) is die voginhoud van ADBG 'n goeie maatstaf om die
waarde van ADBG te bepaal. Dit hlyk dat die gewenste vog-
inhoud van ADBG 8% is (Lewis et al., 1958; Sant & Peterson,
19583 Thorn & Reed, 1959).

Dit is nie bekend of die vog- of asinhoud van ADG met
die gistingstempo daarvan verband hou nie. Om die moontlik-
heid te ondersoek is die vog- en asinhoud asook die gistings-

tempo's van 'n aantal ADG monsters tydens 'n voorlopige onder-

soek bepaal en vergelyk.
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7.1.2 Bepaling van die vog- en asinhoud van ADG

Die metode van Brandon (1961) is gebruik om die vog- en asin-

houd van ADG te bepaal. Die gistingstempo's van die ADG
monsters is soos in 5.,2.3 bespreek, bepaal, Alle bepalings
is in duplikaat gedoen, Die resultate word in Tabel 14 aan-
gedui.

7.2 Die stikstofinhoud van ADG

7.2.1 Inleiding

Die stikstofinhoud van ADBG is een van die belangrikste
kriteria om die aktiwiteit van ADBG te bepaal. Die stabili-
teit van ADBG is omgekeerd eweredig aan die stikstofinhoud van
ADBG terwyl die aktiwiteit met die stikstofinhoud van ADBG
gekorrelleer kan word. 'n Stikstofinhoud van 6,57 tot 7%
van ADBG is 'n waarde waarby 'n kompromis tussen die maksimum
stabiliteit en die maksimum aktiwiteit vir ADBG bereik word
(Thorn & Reed, 1959).

Volgens die IUPAC bulletin nr. 37 (1969) dien die stik-
stofinhoud van ADBG as geen direkie aanduiding van die gehalte
van ADBG nie. Die stikstofinhoud en die gistingstempo's van
'n aantal ADG monsters is egter bepaal om die moontlikheid te
ondersoek of hierdie eienskappe van ADG nie met mekaar ver—

band hou nie.

7.2.2 Bepaling van die stikstofinhoud van ADG

Die stikstofinhoud van ADG is volgens die makro- Kjedahlmetode
soos deur Brandon (1961) bespreek, bepaal. Die gistings-
tempo's van die ADG monsters is volgens die gewone wyse bepaal.
Alle bepalings is in duplikaat gedoen. Die resultate word
in Tabel 14 aangedui.
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7.3 Resultate en gevolgtrekking

Die vog—-, as- en stikstofinhoud van verskillende ADG monsters
verskil onderling.

tussen 4,1% en 10,0%.

Die voginhoud van ADG monsters varieer
Die asinhoud varieer tussen 5,3% en

6,4% terwyl die stikstofinhoud tussen 5,7% en 7,8% varieer
(Tabel 14).
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HOOFSTUK VIII

DIE VERBAND TUSSEN DIE VOG-, AS-, STIKSTOFINHOUD,
TOTALE AANTAL LEWENSVATBARE GISSELLE EN DIE
GISTINGSTEMPO VAN AKTIEWE DROE BROUERSGIS

Ten einde vas te stel of enige verband tussen die vog-, as-—,
stikstofinhoud en die gistingstempo (a) van ADG wat soos in
7.1 en 7.2 bepaal is, bestaan, is statistiese analise van
hierdie data gedoen. Daar is verder ook bepaal of enige
verband tussen die TLG telling (3.3.2) en die gistingstempo
(5.2.4) van ADG bestaan.

Deur enkelvoudige korrellasies is bepaal dat daar geen
verband tussen die bogenoemde eienskappe van ADG bestaan nie.
Deur meervoudige (liniére) regressies te bepaalyis bevestig
dat daar geen reglynige verband tussen die waarnemings be-

staan nie (Figure 15, 16 en 17).




84

170
O]
©)
160 |
o O]
@)
150 o 0
© 0O
' 0] OO ©) o
Bﬁ 140 - ©) ©
Q
[o¥
3 © 5
/2]
od T30 |
A ©)
+
0
.L;
120 [ ©) o
110 r=0,0704
@)
100 |
==IL 3 | 1 1 1 1 "
4 5 6 7 8 9 10
Vo o
FIGUUR 15

Die verband tussen die persentasie vog en die gistings-

tempo van ADG




85

1701
160+ o)
rSrsot C%%

[40

O
o
130 F o r=-0,0240
©)

120 L )

Gistingstempo -

110 ©)

100

Stikstof (%)

I70

1150

140 |

g
© /00
O
O

130 b r=-0,3420

120

©)

Gistingstempo

110 L
o

100 |

FIGUUR I6

Die verband tussen die persentasie as en stikstof

en die gistingstempo van ADG




© o
IS
' o 00 8
©) © a
o] - O .
2 140 o P o
o ooo o
'% 130 ©
+ ©)
-
)
? - © r=-0,0629
120
110
I00 |
40 50 60 70 80 90 I00

Persentasie lewensvatbare gisselle

FIGUUR I7

Die verband tussen die persentasie lewensvatbare gis-

selle en die gistingstempo van ADG




HOOFSTUK 1IX

BESPREKING

Die hoofdoel van hierdie ondersoek was om die gehalte van ADG
wat vir die brou van bantoebier gebruik word, na te gaan.
Om die gehalte van ADG te bepaal was dit verder nodig om
metodes te vind waarmee sekere eienskappe van ADG bepaal kan
wvord. Gevolglik is hierdie studie ook onderneem om die mees
geskikte metodes en tegnieke te vind om hierdie hepaalde

eienskappe van ADG vas te stel.

ADG kan die gehalte en brou van bantoebier veral op
twee maniere nadelig beinvloed, naamlik deurdat dit die be-
slag met ongewenste mikro-organismes kan besmet of dat dit
die alkoholiese gisting onbevredigend uitvoer. Gevolglik
moet die gehalte van ADG ten opsigte van hierdie twee eien-

skappe oorweeg word.

Dit blyk dat in sekere gevalle tot 64% van die totale
aantal bakterie& wat in ADG voorkom in staat is om in die
beslag te groei. Hierdie bakterie& is hoofsaaklik melksuur-

bakterieé, veral soorte van die geslagte Leuconostoc,

Pediococcus en heterofermentatiewe soorte van die geslag

Lactobacillus. Hierdie bakterieé& kan tydens die alkoholiese

gisting ongewenste produkte, byvoorbeeld diasetiel en asyn-
suur, in die beslag produseer en sodoende die geur en smaak
van die bier nadelig beinvloed. Alhoewel dit in die voedsel-
bedryf algemeen gebruiklik is om die grondstowwe op grond van
hul totale bakterietelling te oordeel, is die telling van die
melksuurbakterie& en veral die soorte wat in die beslag kan
vermeerder in die geval 'n goeie addisionele maatstaf van die
gehalte van ADG.
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Afgesien van bakteriéle besmelting is gevind dat ADG
taamlik algemeen met ,nie-kultuur"” giste hesmet was. Die
invlioed wal die groei van ,nie-kultuur" giste op die gehalte
van bantoebier het, is nie duidelik nie. Dit is moontlik
dat sommige ,nie-kultuur” giste tot die geur en smaak van
bantoebier kan bydra (de Schaepdrijver, 1971). Soos dit
uit Hoofstuk IV blyk, is ADG egter met so 'n groot verskeiden-—
heid ,nie-kultuur" giste besmet dat dit onwaarskynlik is dat
hierdie gisflora die kwalileit van bantoebier sal verbeter.
Dit kan verder aanvaar word dat wanneer ADG met groot hoe-
veelhede swak gistende of nie-gistende giste besmet is die

gistingsvermo€ daarvan sal afneem,

Omdat die alkoholiese gisting tydens die brou van
bantoebier gewoonlik binne 'n vasgestelde tydsperiode uitge-
voer moet word, is dit nodig dat ADG so aktief moontlik moet
vees. Hierdie aktiwiteit van ADG kan op twee maniere bepaal
word. Die eerste maatstaf wat sekerlik gebruik moet word in
die beocordeling van die aktiwiteit van ADG is die totale

kweekbare kultuur gisselle per gewigseenheid ADG wat dit be-

vat. Uit die aard van die saak moet dit so hoog moontlik
wees. Hiernaas kan die aktiwiteit van ADG bepaal word in
terme van die gistingsvermo& of gistingstempo daarvan. Dit

1s egter gevind dat 'n ho€ lewensvatbare gistelling nie
noodwendig op 'n ho€ gistingstempo dui nie. Verskele redes
vir hierdie skynbare teenstrydigheid kan aangevoer word.

Die belangrikste hiervan is die feit dat die lewensvatbare
gisselle (bepaal onder min of meer aerobe kondisies) nie
noodwendig in 'n optimale toestand met betrekking tot hul
ensiemaktiwiteit ten opsigte van anaerobe stofwisselling
verkeer nie. Derhalwe moet beide die totale aantal lewens-
vatbare gisseltelling sowel as die gistingstempo in die be-

oordeling van die aktiwiteit van ADG gebruik word.

Dit is gevind dat beide die gistingstempo en die totale
lewensvatbare gisseltelling van ADG verhoog kan word indien
dit by 40°C tot 42°¢ gerehidreer word. Dit sal dus 'n
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aangewese praktyk wees om tydens die brou van bantoebier die
ADG, wat vir die alkoholiese gisting gebruik word, in 'n klein
hoeveelheid vloeistof (beslag of water), wat by 40°C tot 42°C
geékwilibreer is, te suspendeer voordat dit by die beslag

gevoeg word.

Uit die resultate wat met behulp van die toegepaste
metodes verkry is, blyk dit dat die gehalte van die ADG wat
in Suid-Afrika bemark word aansienlik varieer. Dit is nie
bekend of hierdie variasie in gehalte ten opsigte van TLG
telling, TLB telling en ander eienskappe beduidend vir die
Bantoebierindustrie is nie aangesien dit nie moontlik was om
die monsters wat in die laboratorium ondersoek is vir hul
doeltreffendheid in die brouery ie vergelyk nie. Verdere
proefnemings wat hiermee in verband staan behoort gedoen

te word.

Om te verseker dat ADG van uniforme gehalte gelewer
word, is dit noodsaaklik dat standaarde daargestel word
waaraan ADG moet voldoen. Dit sal op sy beurt daartoe by-
dra dat bantoebier van hoogstaande kwaliteit geproduseer sal
word en minder aan veranderinge onderworpe sal wees. Die
resultate van hierdie ondersoek kan gebruik word om voorlopige

standaarde op te stel waaraan ADG moet voldoen.
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