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Vfskum vplyvu nizkvch teplOt na mikroorganizmy uk6,zal, ie spdsob nizko-
tepiotnej expozicie, ako aj oteplenia, t. j sklon teplotn6ho spddu a diZka doby
p6sobenia chladu vytvrirajri spolu s vlastnosiami m6dia podmienky, ktor6 v z6-
-,'islosti od fyziologick6ho stai'u, rastovej l6zy a fenotypickych vlastnostl kultriry
urdujir povahu vy'sledn6ho efektu chladu. lenio elekt sa n6Ze prejavid ako letdine
alebo neletdlne f1'2i6lsgick6 poikodenie buniek. IKym odlmieranie nrikroorganiz-
rnov v d6sledku zrnrazova,nia sa sledcvalo uZ v mnohych prdcach a 1e uZ do istej

rniery tak z hladiska mechanizmu, ako aj z hladiska kinetiky objasnen6 (Haines,

1938; Waiser a Osterud, 1945; Arpai, 1950a, 1961a), zatial sa venovala pomer"

ne mal6 pozornosi intermedi6rnym I6.zam poSkodenia, t j. neletdlnym ridinkcnr
zmrazovania (Straka a Stokes, 1959). 'Iouto problematikou sa zaobera nai;r
pr6ca, v ktorej sa sledu]li zme\y v ndrokoch na vyZivu, ako aj v pohybiivosti
rnikroorganizmov po vystaveni ridinkom zmrazovania r'6znej intenzity v rozli(
nom m6diu.

Pohtrsrta casl

Materidl a met6dy

Po5kodenie bakteri6lnej bunky v d6sledku zmrazovania sme sledovali na zA-

klade zmeny metabolizmu, prejavujircej sa v poiiadavk6ch na vyZivtt. Ako mera-

irolicky po5koden6 sme charakterizovali baktdrie, I:tor6 po nizkoteplotnej e;rpozlci'
r6stli na komplexnych, obohatenych Zivnych pddach, nie v5ak na minimelncn-
rn6diu Z rozdielu medzi celkovym podtom z6rodkov stanovenych na obohareire'

p6de pred zmrazovanim a po zmtazovani sme ,,'ypoditali kv6tu usn'irteni'ci 'ta---

r6rii. Metodicky sme teda postupovali tak ako uZ 1' predtym uvereineni'ch pr6cach

(Arpai, 1961b).
Zmeny pohyblivosti bakt6rii sme stanovovaii Shoesmithovou met6dou (1960).

Podstata tejto met6dy je v tom, Ze sa pod mikroskopcm r6ta poiet mikroorganiz-
mov, ktor6 za urtily das prechddzaj.6. :ez maly otvor.

Testorganizmy. Sledovali sme typicky psychroirlny kmeii Pseudomonas fluo-
-escens, p6vodne izolovany z masa (Arpai, 1950b), ktory e5te dobre rdstol p:i
.eplotdch okolo 0 oC, a mezofilny kmei Escherichia coli B.



lIAdiA. Ako obohatenir komplexnrl p6du sme pouZiii trypticky natrS.veny buj6n
s obsahom 1,5 ')6 kazeinu. Pddu sme pripraviii podla Tannerovho predpisu
(1944). Minirrr6lna pdda mala zloZenie: KzHPO,l :O,7 %; KHzPO+ :0,3o/o;
n6trium citr6t.2 HzO : O,I %; NfgSOa .7 HzO:0,01 96; (NHe)zSOa :
- 0,I 7o; gluk6za (osobitne autokl6vovanir):0,2o/o; pH upravenl na 7. V pri-
pade, Ze bola pouZitri vo vystuZenom stave, priddvali sme 1,5 ok uguru.

Zahladnd hu,ltitry a bunkoub suspenzie. Pseudontonas lluorescens sme kultivo-
irali pri 23 oC, E. coli pi 37 oC. Bunkor'6 suspenzie boli pripraven6 z 24 hod.
kultfir vyrastenrich na obohatenej pide. Kmeri Psaudomonas lluorescens sme
suspendovali do 0,1 9i-' pept6nov6ho roztoku, aby sa podas ;iedenia nepoSkodil,
irym kmeri E. coli bol suspendovany a riedeny 0,0003 M fosldtovym pufronr
(pll 7.2) pcCi'a Strakcvej a Sickescvej rnetodiky ,1957). T:0to ziklednir bakteridl-
aiL suspenziu sme Calcj riedili m6diom, v ktorom sa bakt6rie zmtazovaLi a sklado-
r'ali pri nizkych teplotdch. T'ieto m6di6 sa li5ili chemickym zloircnim a iyzikdlno-
i:hernicky-mi vlastncsfami. To unroZnilc Studova{ vpl,rrvy plostredia na bicio3ick6
irdinklr nizkych tepi6t. PouZili sme rnenovite maso."'y extrakt o koncentr6.cii 0,5 (lo

(lvle); pept6novy roztok v koncentr6cii 1_9.,e (Pr); k..'asnidny extrakt v koncen-
i:zicii i 9,6 (Kc) ; odstreden6 mlieko (Om) v koncentrdcii 1 9b a destilovand

"odn 
(Dv) . Tieto zmrazovacie m6did mali pH upravcn6 Standardne na 7,2. Vplyv

ektu6lnej acidiry sme v5ak sledovali osobitne v prostredi Me, ktor6ho pH sme
pridavkom 0,04 M fosf6tov6ho tlmiaceho roztoku upravili na Styri hodnoty v toz-
pdti od 5 do 8. Pri zmrazovani bola koncentrdcia bunkovej suspenzie pribliZne
:i . 105 brrniek/ml Koncentrdciu buniek sme sledovali platiovou met6dou na
pSdach uZ uvedenych.

Zrnrazouanie a ughodnotenie jeho itinhou Bakt6riov6 suspenzie objemu 10 ml
ioli zmrazovan€ v troch paralelnych tenkostennych skrimavkdch pri -7 o, 

-18 
o

,r -30 "C. Po prvom, siedmom a pdtndstom dni sme tri paralelky zkai.dej pokus-
,'iel modifikdcie rozmraziii pod tedricou studenou vodou. Potom sme ich naodkovali
,ra minim6lnu a srldasne aj na komplexnri p6du, aby sa takto stanovil fyziotogicky
;t:rv bakteri6k:j popul6cie, resp. vz|lomny vztah.jej poSkodenej a nepoikodenej
,Ioi,ky.l 1'ysledkov paralelnych pokusov sme vypoditali aritmeticky priemer, ktory
:rine poroVn6vali s prislu5nymi ridajmi kultirry pred zmrazovanim (kontroly), na
udklade ktorfch sme vypoditali kv6tu zmrazovanim poSkodenych, nepo5kodenych
, usmrtenych buniek

Pripraua susPenzie na sledouanie pohybliuosli. Materi6l na stanovenie pohybli-
.osti buniek bol odobraty z kol6nii vyrastenich pri platflovom teste. Bakt6rie sme
,patrne stiahli z povrchu agarovel p6dy, suspendovali a potom odstredili; sadlirrku
-,-re lesuspendovali do tlmiaceho roztoku cnbsahujirceho 0,1 M NaCl a 0,02 fos{o-



TabuLl<a I
Zmrazovacia tepiot:r:

S[spenzn6 medium:

l

I

I r".
I

I.fltro''es"o,,o
IPoEkodene I

(on konirotr) I-

L

E. col,i

I

Ii Ps.

i fluorescens

fiselny ukazova- I ltel pohyblii-osr i 
i

(o/o kontroly) i i
(7o Konrrory) 

I

I E. coti,

I

* nebolo stanoven6
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rednan sodni, pH 7,2. Bakteri6lnu suspenziu sme malym kompresorom nepretrZite
prevzduiiovali.

I\/Iikroshopicl<,6 pozorouanie. MaI6 mnoZstvS. jednotlivych bakterid.lnych suspen-
zii srne natiahji cio kapildr Cihych 50 mm, pripravenych zo sklenenych nirok, a to
:net6dou, ktorir podrobnej5ie opisaii V/right a Colebrook (792I). Kapildrv sme

zatavili, uloZili medzi mikroskopick6 sklldka a pozorovaii pod imerznym objekti-
vom f6zovou kontrastnor.r r:rikroskopiou.

Meranie pohybliuosti. Pohyblivos{ srne stanovovali r6tanim mnoZstva bakt6rii,
ktor6 pre5lo zorn€ pole o ploche ca 0,1 mmz. Prienrer zorn6ho pola bol 0,125 mm.
Pouiitri bakterioskopickri met6du priameho poiitania buniek podrobne opisali
Arpai a Janotkov6 (1958). Poiitali sme vZdi' za l min. a poditanie sme opa-
kovali na dvoch r6znych miest;rch. kapiliry. Zo stanovenych hcdn6t sme vypotitali
aritmeticky priemrr. Zdro.je chyb, ktcrymi tr;, mchlo byt rozrnncZovanie buniek
a chemotaktick6 vplyvy, do znadnej miely .rylirdila por:ilti pracovnd technika
(Shoesmith, i960) . Osobitnir pozornost sme vencv;rli tomu, aby zorn6 pole pri
pcditani leZalc pod hladinou stydnej plochy tekutiny a skla. Pri poiitani v bliz-
kosti stien kapildry sme ziskali nrilo reprodukovatel'n6 vysledky so dirokym va-
riadnym rozpdtim. Bolc to sp6sobeli6 tim, L,e bakt6rie mali tendenciu zoskupovat
sa v blizkosti sklenej steny, ako na to ui upozorniii Clowes, Furness a Rowley,
(1955), ako aj Baracchini a Sherris, (1959)

Koncentrdcia bahtdrii. Fodet pohyblivych bakt6rii je ovplylneny koncentr6ciou
buniek (Sherris a spol. 1957), preto boio potrebn6 koncentr6ciu testorganizmov
Standardizova{ vo vSeikycir suspenzidch Celkovy pocet buniek pre vypodet uka-
zovatela poh;rbliuorr; sme stanovovali v Brirkerovej poditacei kom6rke. priiom
vhodn6 riedenie sme pripravili pridanim A,25 % Iormaldehydu. Vypoiet sme robili
i6zovou kontrastnorr mikroskopiou, rdtajric zhluky vLdy za jednotku. Bakteri6lne
Juspenzie sme Standardizovali podla zdkalu fotokolorimetrick-'2.

Uhazovatei' pohubliuosti. Vysledky stanovovania podtu pohyblivych buniek sme

vyjadrili ,,ukazovatelom pohyblivosti". ktory sme vypotitali podla Shcesmithov-
ho ndvodu (1960). T6to velidina z6visi od plochy vySetrovan6ho zorn€ho pola
.t od koncentr6cie bakt6rii, ktor6 musia b1'l Standardn6. Pritomnosi nepohyblivych
buniek suspenzii znii,uje ukazovatela pohyblivosti. Pomer pohyblivych buniek
r bunkdm nepohyblivfm vyplynul z priameho potitania v niekolkych zornych

poliach a z ich vysledkov sme vypo,iitavali priemer. Za predpkladu, Ze koncen-
tr6cia kultirry bola konStantnd, je ukazovatel pohyblivosti proporciondlny prie-
rnerndmu poitu buniek v suspenzii Ukazovatel pohyblivosii sme stanovovali
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v suspenzii o koncentrdcii pribliZne 5 X 10e burrrek/ml. Z vysledkov sme odpc-

iitali numerickri kon5tantu o hodnote 3, dim sme podla Shoesmithovych v;ip,.:dtov

korigovali chybu, ktord vznikla z Brownovho pohybu. Vysledky stanovenia uka-
zovatela pohyblivosti v kultrirach poSkodenych mlazam sme vyjadrili percentudl-
ne vo vztahu k ukazovatelovi pohyblivosti buniek u kontroly.

Sledouanie obnouy poltybliuosti Po5koden6 kultriry sme uchov6vaii v natrdve-
nom buj6ne pri inkubatnej teplote a tyZdenne srne ich p,reodkov6vali. Po mesiaci

sa v subkultfre znova stanovovala pohyblivost buniek, resp. ukazovatel pohybli-
vosti. Pri'padn6 zvy5enie pohyblivosti srne vyiadrili v percent6ch.

StatistichA met6dg. VyznamnosI rozdielov medzi skupinami pokusnlch vysled-
i<ov sme vypoditali podla t-testu podla Studenta. Vztahy *.,1r1 l,ysledkami sme

z;istovali vypodtom koreladnych koeficientov (ozlaiovatry ,,r") dvojic pokusnych

'zv-sledkov: postupovali sme podia Snedecoro uhc vzor'ca ( 1948) a pouZiii smc

zdklaclnri rovnicu o kovariancii, kde "y 
:ll va.rlanc;i x. variancia y ReproCu-

kovatelncst vysledkov, resp. chybu metodiky sme vypoditali podla Webeiove.i
(1957), pridom vysledky, opierajrice sa o piiemer 5 paraleliek, maii maximdlnu
chybu i0 9b.

Vf sledky a vyhodnotenie

Otinhy podmienok zmrazouania na wsmrtenie a po.ikodenie buniek. Pokusn6
vysledky zachytdva tab. d. 1, Statjstick6 vyhodnotenie vyznamnosti vztahov a va-
riiicii medzi sledovanymi dinitelmi uvddza tab. 2. Z idajov prvej tabulky vidiel,
Ze teplota zmrazovania, diZka trvania zmrazovarra. vlastnosti suspenzn6ho m6dia,
najmd jeho pH, maju zjavni vplyv na preZiva.nie a na rozsah poSkodenia bakt6rii

'i'rr[rirlkzr 2

tl
Iiorelainl' I I'rnvclepodob- L

koe;icient nd chybaVztahy

rnedzi kv6tou po$l<odenia
Ps. fltroresoens a, D. ctl,i.

rnedzi kr<itou nepoikorlen;.ch r-c vod-
norn n irrom zlnra,zovacoln plostrerli

Yfznamnost rozdielor

i'vsoko signifikantnti
(l) < I o;)

""1;1i 
1_ysok<)

signifikantnri
(P < 0,1 g.;)

medzi zmenanri v ntirokoch na Zivinv
a ukazor-atelom pohyblivosti

YVZnamilv
/r:0.i18)

lj0 0ttI' :1 | o'/,'



ako aj na pohyblivost preZivajrlcich buniek. Zistili sme tiei., i.e medzi psychrofil-
nou kultrirou Ps. t'luorescens a mezoiilnou E. coli sri v preZivani a miere poSko-

denia v d6sledku zmrazovania ndpadn6 rozdiely, a to v tom, Ze psychroiilnS. kul-
irira bola rezistentnejSia neV, mezoliln6. Ukdzalo sa tieZ, Ze pokles podtu nepo5kode-
;-rych bakt6rii pri nizkych tepiot6ch je u kmeia E. coli pri v5etkfch skladovacich
dasoch omnoho pomal5i pri -18 

oC a -30 
oC ako pri -7 

oC. Tento zjav bol uZ

predtfm opisany (Straka a Stokes,1959), dosial sa v5ak nezistilo, Ze k tornu
dochl.dza iba v pripadoch, ked sa zmrazaji bunky mdlo rezistentnej kultirry vo

!,odnom prostredi, akoo tom svediia vfsledky na5ich pokuso-,'. Znich vidno, Ze pri

irouZiti r6znych suspenznych tekutin kv6ta usmrtenych buniek kryorezistentnej
kultriry vzrast6, ak sa zmrazovacia teplota zniii z -7 "C na - 18 oC.

Podmienkv, ktor6 z hladiska poSkodenia buniek linritujir ridinky nizkych tep16t,

sri v mnohych pripadoch tie ist6 ako podmienky vplyvajrice na kv6tu usmrtenia
Naopak, v niektorych pripadoch v podmienkach, ktor6 21,ySujri kv6tu usmrtenych
buniek, kles6 kv6ta poSkodenfch buniek. K tejto druhej alternative dochddza naj-
rnd vtedy, ked len mal6 dast kultfry prei,iva zmrazovanie. Medzi irdinkami
zmrazovania pri -18 

oC a -3C 
oC sa na-pokon neuk6zali vddSie rozdiely.

PrediZenim mraziarensk6ho skladovania sa zvy5il podiel poSkodenfch i usmrte-

nych buniek. Toto zvy5enie bolo na zadiatkr-r nizkoteplotn6ho p6sobenia vyraznej'
rjie ako v jeho dal5om priebehu. Predchddzajfce prdce ukdzali, Ze krivka odumie-
rania m5. exponencidlny charakter, ky- tieto vysledky podporujir ndhlad, Ze

po5kodenie a odumieranie bakt6rji pre nizke teplotl' sri korelovanymi zlozkami
pokradujfrceho procesu (Arpai, 196id).

dast pokusov sme venovali siedovaniu vplyvu pH. V kyslom prostredi bo1 poiet
nepo5kodenych buniek niZ5i, v tomto ohlade bol zvl65i citlivf kmei Ps. t'luores'
cens. Naproti tomu u E. coli pH 8 zjavne znlZoval poiet nepo5kodenych buniek.
Tieto vysledky sa potvrdili aj v inej pr6ci (Arpai a kolektiv, 1960), dim sa

potvrdila zdvislost bakt6rii od pH zmrazovacieho prostredia vo vztahu k ich indi-
vidudlnej citlivosti voii kyselin6m.

Ako prvf zdkladny poznatok z tejto priice, ktorym sa sfdasne potvrdzujri pred-

ch6dzajrice vfsledky, vypliva, Ze psychrcfiln6 druhy bakt6rii odoldvajri chladu

a mrazu. Zdd sa, Ze je zbytoin6 natolko vyzdvihoval tento poznatok; dosial r'Sak

platil sk6r opadnf ndzor, vysloveny Strakom a Stokesom (1959), resp. Ingraha-
rnom a Stokesom (1959), podla ktorfch jedinou charakteristickou vlastnoslou
psychrofilov je schopnos{ dobre rdst pri teplotdch okolo 0 oC.

Ottnok :ntrazovania na pohybliuosl bahtdrii a iei uztah k m,etabolichdmu po-

ihod,eniu. Medzi pohyblir,'ostou a poSkodenim :netabolizmu testorganizmov sme

zistili zaujimavy vzlah. R6zne podmienky zmrazovania p6sobia skoro rovnakou
mierou tak na neletdlne po5kodenie metabolizmu, ako aj na pohyblivost bakt6rii.
Ukazovatel pohyblivosti bol obdobne ako kv6ta metabolick6ho po5kodenia zmta'
zovanim podstatne menej ovplyvneny u psychrofilov neZ u mezolilov.
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Obnouenie pohybliuosti. Charalcter pokr-rsn6ho materidlu a podmienky zmtazc-

'"'ania sp6sobili niektor6 rozdiely v obnoveni pohyblivosti buniek, ku ktorej do51o

podas dlh5ie trvajricej inkubdcie po zmrazo\iani. lloci tdto pr6ca neobjas.huje ot6z-
ku re5titricie pohybli.rosti, moino r:viest, Ze vyslcdky, a]<o vidno na tabulke 1,

iednozndne ukazujir zvybenri kv6tu reilitri.cle v pripadoch, kde sme bakt6rie
zmrazovali v m6diu s ochrannym ridinkom.

Mort'ologicky vzhl'ad poihodenych bunieh, Kultriry, ktor6 zmrazovanie vo vdi-
Som rozsahu melabolicky poSkodilo, t. j. kultirry s kv6tou preZivajricich

< 5 9/, vy5etrovali sme mikroskopicky. BeZnou technikou I|zovei kontrastnei
mikroskopie sme nenaSli vyznamn6 rozdiely, treba rr5ak poznamenad, Ze sme ne-
vyiarbili a tak ani nepozorovali biiiky.

Srihrn

Sledovali sme niektor6 .rplyvy podmienok zntrazovania na uhynutie a meta-
bolick6 po5kodenie psychrofilnel a mezofilnej kultirry s osobitnym zretelorrL na
zmeny v pohyblivosti buniek. Zistili sme, i.e medzi rozszrhom nelet6lneho metabo-
iick6ho po5kodenia a zmenami pohybliruosti je, vyznamn;1 vztah, podmieneny tep-
iotou a diZkou dasu zmrazovania, ako aj vlastnosdami, menovite pH suspenznej

iekutiny. Testorganizmy - pokial ide o ich odolnosi proti zmrazovaniu - vy-
kazuji. zjavn6. rozdiely: mezoiiiny krneii je citlivej5i. Treba poznamenat, Ze uka-
zovatel pohyblivosti u chladuvzdornej kultriry Ps. t'luorescens kiesal pri nizko-
replotnej expozicii pomalSie ako u mezo{ilnel kultirry'E. coli. ReStitticia
polryblivosti podas subkultivdcie z6visela od podmieno'k zmrazovania; najniZ5ia

bola vtedy, ked sa kultirry zmrazot,ah vo vodnom prostredi.
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FROSTEINFLUSS AUF DEN S'I'OFFWLCHSEL UND DlE BEWEGLICHI(EI'f
VON BAKTERIEN

Ztsammenlassung

Es rvurden die Bedingungen des Gefrierens au{ das Absterben rrnd die Stoffrvechselbescha-
digung von psychrophilen und mesophilen lJakic:jen becbachtet. unter berondeier Beriicksichti-
gung der Verdnderungen bezrrgs aktirrer Beweglichkeit Es korrnte festgestellt werden, dass zrvi-
schen dem Ausmass der n.ichtlethalen Beschddigung und den Verlnderungen der Beweglichkeit
eine signifikante Korrelation besteht. Diese ist von der Tempelatur und der Dauer des Gefrierens.
wie auch von den Eigen:chaften, insbesonders vcn p.'{ der Srspersionsfhissigkeit abh:ingig
Zwischen den Testorganismen lvar ein signllikanter Unterscbied betreils Resistenz, indem dic
Absinken zeigte, als es dies bei Escherichia coli der Fa1l war. Die Restitution der Beleglichkeit
koeflizient bei der psychrophilen Kultur ls lluorescens untci Frosteinfluss ein langsanere:
Absirrken zeigte, als es d-es bei Escl,eritlio. c,,li dei l-ali war, D e Restitution iier Beweglicirkcit

wdhrend der Subkult-vat-on tvar von den Bedingun-gen des Gelrie:ens abhiingig Sie erreichte
i{as kleinste Ausmass bei \'\/as:er al; Gefriermediurn.
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