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MATEMATICKO-STATISTICKV ROZBOR ZAVISLOSTI KINETIKY RASTU
BAKTERII PO ZMRAZOVANI

JAN ARPAI, MARTA GRCFOVA, MARTA BANHECYIOVA

Nizke teploty tidinkujri na Zivri bunku, resp. mikro,organizmy pro-
strednictvo,m rozmanitych fyzik1lnych i chemickych mechanizmov, ako
srne o tom uZ ob5irnej5ie pisali v predchddzajdcich pr6cach (Arpai,
1960a, 1961a, b, c). Tu sa iLra uvddza, Ze spdsob zrnrazovania ako aj roz-
rnrazovania, t. j. teplotny spdd a diZka d"-su pdsobenia chladu spo,lu
s vlastnostami m6dia vytvdrajri podmienky, kto,re v zavislosti od fyzio-
logickeho stavu, rastovej fAzy a fenotypickych vlastnosti kultOry urdujO
povahu viisledn6ho efektu nizkoteplotnej erpozicie. Tento efekt sa moZe
prejavit ako letdlne alebo nelet6lne fyziologick6 po5kodenie buniek.
Podla Stilleho (1950) l<inetika letdlneho po,Skodenia mikro,o,rganiz-
mcv zmrazovanim zodpo,ved,6 exponencialnemu procesu (R a h n, 1935).
t) tomto nlzore sa medzidaso,m vela diskutovalo. Po,chybovabi sa opie-
rajrl najrnd o skutodnost, i,e krivky odumierania klesaju spodiatku
rychlo, v dal3om priebehu vEak uZ po,mal5ie, takZe po,6et nepo5kodenych
mikroorganizmov klesii pomal5ie neZ to zodpoved6 ich proporciondlnemu
ubridaniu (Christophersen, 1955). Z toho sa vyvodzule,.ze orga-
nizmy jednotnej popul6cie rnusia mat nerovnaku rezistenciu a zhoda
kinetiky odumierania s rnonomolekularnymi procesmi je len zdanliv6,
z.ala'Zend na tom, Ze aj bunkv nerovnakej rezistencie mdZu v pripade
rovnc'imernej distribircie dat krivku odumierania, ktorej funkcia je
geometrickSi rad. Rovnocennost buniek 6iste j kultirry je vSeobecne
a zvlAdt z hl'adiska rezistencie - ako sa zda - sk6r pomdckou pracovnej
hypot6zy neZ objektivnou skutodnostou. A naopak, rozdielne vlastnosti
l:uniek distej kultirry pokr.rsne dok6zal M 6l e k (1955) a sami sme na
tomto zaklade vynracovali a aplikovali niektor6 nov6 selekdne postupy
(.Arpai, 1957, 1960b).

Aj v predloZenej prdci 5rns vych6dzali z predpokladu nerovnocenno'sti
buniek bakteriSlnej populScie, pri vysvetleni mechanizmu protirediv6ho
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zjavu, s ktorlim sme sa stret6vali v pokusoch ako aj v literSrnych uda-
jcch. Tento zjav spodival v tom, Ze mikr6bne kulttry rastO po rozmra-
zeni niekedy pomal5ie a inokedy rychlej5ie neZ ko,ntrola, ktora nepre-
konala nizkoteplotnt expoziciu. D e otto (1946) zistil, 2e kratkodobe
zmrazovanie, t. j. zmrazovanie pri -2 aL -3"C trvajrice 20-40 minut
sp6sobuje u E. coti 200 - 500 0/o zvyienie metabolizmu, sledovan6ho
podLa spotreby k;yslika. Sirhlasne vlisledky ziskal Deotto aj s inSimi"

clruhmi bakt6rii. TieZ Tanguay (1959), podobne ako aj Fanelli,
a Ayres (1-959) dokdzali, Ze v niekolklich pripadoch bol rast kultriry
po zmrazovani vyrazne stimulovany. Hartsell (1951, 1959) spresnil
tento zjav v tom zmysle, i,e v diLke basu pdsobenia mrazu videl dinitela,
ktory urduje kinetiku ra-stu kultury po rozmrazeni. Podla neho a v rozpo-
re s Deottovymi vysledkami dlhodob6 zmrazovanie kultriry stimu-
luje rast, klim kratkodob6 zmrazovanie ho spo,maluje; pritom hovo,ri,,

,,le z genetick6ho htradiska do51o k seiekcii rychlo,raslucich o,rganizmov".
Sleduj0c dalej tuto mySlienku, kladie si ot5zku, -i pred selekdnym z5-
saho'm nizkej teploty obsahovala distd kult0ra ,,po'maly" a ,,r57shls"
rast0ce bunky, poznamenSvajuc, ie nie je jasne, aky druh genoitypickeho
vyrazu prishlcha individudlnej rastovej charakteristike. Treba k tomu
dodat o,t6zku, di je pripustn6 rozli5ovat bunky s rozdieinymi generad-
nymi basmi v r6mci distej kulttry tak, ako moZno z hladiska generad-
n6ho dasu rozli5ovat diste kulttry.

K prvej ot5,zke, tlikajucej sa v5iskl'tu rozdielne rlichlo rastricich buniek
v jednotnej mikrobnej populdcii zaujmeme principi6lne kladn6 stano-
visko. MdZeme ho zd6vodnit na zdklade pokusnlich vllsledkov stariich
prac (Arpai, 1957) a beZnym poznatkom, Ze kol6nie distej kultriry
rastu nerovnako rychlo, do - samozrejme - nemoZno pripisovat v5Tludne

individu6inej rastovej charakteristike jednotliv5ich buniek. S druhou
ct6zkou, dj individu6lna rastova charakteristika. je na urovni genciypic-
k6ho znaku, bude sa treba vyrovnat v dalSich pr5cach.

V tejto prdci sa zameriavame na vysvetlenie zmien r-STchlosti rastu
kulttry po nizkoteplotnej expo,zicii tym, Le sme ich uviedli do vztahu
k zmenttm v zloleni bakteri6.lnej populacie, ktor6 nastali nasledkom
a v z5rvislosti od podmienok zmyazovania. Zlolky bakteri6lnej populdcie
srne charakterizovali na zdklade ich vyZivovych ni4rokov.

Pokusn6 dast
P r a c o v n 57 p o s t u p:
a) sledovali sme rast testorganizmov pred nizkoteplotnou expozicrioti

a po nej,
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b) stanovovali sme ukazovatele fyzio'logick6ho stavu inokula pred
z.mrazovanim a po zmrazovani,

c) sktmali sme vztahy medzi zmenami ukazovatelov fyziologickeho
sl.avu inokula, podmienkami zmrazovania a kinetikou rastu prislu5nej
I<ulttry.

Material a met6dy

O r g a nizm y : Bol pouZitj psychrofilny kmefi Pseudomonas fluores-
cens a mezofiln5i kmei Escherichicr coll. Boli to tie iste kmene, s ktorymi
sme pracovali uZ v predchadzajucich roko,ch (A r p a i 1961).

Priprava bakt6riovej susp enzie : Pred zmrazcvanim sa

organizmy kultivovali za 1B hodin v skumavk6ch s 25 ml bujonu, pri
inkubadnej teplote 27 "C pre Ps. flttorescens a 37'C pre D,.coli. Po tomto
r'rase boli bakt6rie odstredene, premyte fyziologick5Tm roztokom kuchyn-
skej soli a suspendovane do 0,1 0,/o pept6nu (pH upraven6 na 7). Toto
suspenzn6 medium sme zvolili preto, lebo v fiom bakterie podas prace
pri izbovej teplote (t. j. pred zmrazovanim a po zmrazovani) neodu-
mieraj0 natolko ako vo fyziologickom rozloku NaCl, pritom toto medium
nevplyva ochranne pri zmrazovani, t. j. Ien veLmi malo zniZuje jeho
fr)inky na bakterie (Straka a Stokes, 1957). Bakteriove suspenzie
boli pred ztrtrazavanirn upraven6 podl'a zdkalu na koncentraciu 10e buniek
v ml. PouZil sa k tomu Standard, ktcreho celkov5T podet zdrodkov sa

stangvoval platicvou metodou (Standard Metho,ds, 1955). Z6kal kultury
sa meral Langehc kolcrimetrom; model UK VII s filtrom BG 7

(644 tL) bol upraven;r na fotonefelometriu podla Fagueta (1935).
S0dasne sa o'dobrala vzorka na .stanovenie podtu vSTZivove nepo5koCe-
nttch (Nao) a poSkcdenifch (l\ib") buniek.

Zmrazc,vanie a rozmrazovanie: 2A ml-ove mno,Zstva
bekt6riovych suspenzii sa zmrazovali v tenkostennych skfmavkach.
Kaldy pcrkus sa robil sribeZne v 3 sk0mavkdch. Zmrazovalo sa pri tepio,-
t6ch -.4, -18 a -50 "C, a to pracovnou technikou podrobne opisanou
v na5ich predo5lfch pracach (A r p a i 1961a, b) DiZka dasu zmrazovania
irola sdasti 24 hadin a sdasti 5 mesiacov. Pri rozmrazovani sa skt-
mavky ponorili do vodn6ho kupeta s teplotou 25"C na das, klim teplota
suspenzie nevystripila na 1- 2"C, (,o trvalo len niekolko minitt.

Stanovenie r ozsahu poBkodenia buniek : Postupovalo'
sa z6sadne podla metodikyr, ktort vypracovali Straka a Stokes
(1959). V ml suspenzie sa stanovoval podet buniek scho'pn57ch rastu na

minimdlnej p6de; tielo bunky sa ho'dnotili ako vyZivove nepo5koden6
a oznadovali sa pred zmrazo'vanim Nao, po zffffazovani Nat. S0beZne sa
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stanovoval podet kol6nii na obohatenej p6de. Na zaklade rozdielu sa vy-
dislil podet buniek v ml suspenzie, ktor6 sa diferencovali zvSTienlimi po-
Ziadavkami na vyZivu. Podet tychto buniek sa o,zna6il u nezmrazenej
kontroly Nbo, po zmrazeni Nb,,,

ZloL,enie minimdlnej p6dy: K2HPO4 : 0,7 0/o; KH2POa : A3 0/o; Na-
citr6t.2 H2O:0,01 0/o; MgSOa.7 H2O:0,01 7oi (NHr)z SO4:0,1 %; glu-
k6za (oddelene sterilizovan6.l : 0,2 0/o; pH upravenf na 6,8.

Ako obohaten6 p6da sa pouZil enzymaticky natraveny buj6n, resp.
\4PA podl'a Mottla (1958), pH 6,8.

Zo stanovenS;ch hodndt sa vypodital podet buniek usmrtenych mrazom

5s: (Na" + Nb") - (lda, * I{bt)

Dalej sa zaviedli pomerne disla (kv6ty) jednotlivlich, vliZivove defino-
vanych zloziek bakteriovej populdcie na celkovom podte buniek pred
z,mrazovanim (v kontrole).
tsoli to:

ao... p€rc€ntudlny podiel nepoikodenlfch buniek v kontrole:

a^ : -- Nau
Nao + Nb;' loo

bo... percentualny podiel po5kodenlich buniek v kontrole:

, Nb,,t'' : 
*-u" *.*6, ' iuo

c . . . percentualny podiel zmrazovanim usmrteni,ich buniek:

Ncc : 
Nao +-Nb, ' too

at... percentu6lny podiel zmrazovanim nepoSkodenych buniek:

\too (: 
No, _l 

^it, 
f Nc.roo)

Ot:
Nat

Nau + Nbn

bt. .. percentu6lny podiel zmrazovanim po5koden5ich buniek:

, Na,
''t:-\"- Nb"

Na zv5Traznenie presunov, ku ktorlfm doilo nasledkom zmrazovania
medzi zlolkami bakteriovej populacie definovanSimi na z6klacle svojich
vliZivovlfch vlastnosti sluZili pomern6 disla vztahovan6 na celkov5T podiel
buniek preZivajricich nizkoteplotnri expoziciu a na prislubno kv6tu kon-
troly. Boli to:
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&11 . . . pomer kv6ty nepo5kodenych buniek po zmrazovani ku celkovej
kv6te preZivajrlcich buniek:

&tt - --
&1 -l- bt

r00
&1

zmrazovani ku celkovej

b,
br, : 100

at*bt

ap. . . pomer kvoty nepo5kodenych buniek po zmrazovani ku prislu5nej
kv6te kontroly:

&p: r00

bu. . . pomer kr'6ty po5l<odenfch
kv6te kontroly:

,btb,,_ b:, .100

Vldjomny pomer oboch definovan5ich zloZiek bakt6riovej popul6cie

sa oznadil, resp. vypodital u kontroly ako Po : T,,. 1-00, po zmrazovani a
g,+

1r : r- 100. Zmenu vo vztahu tfchto pomerov, vyvolanil ridinkami
01

zmrazovania sme opiit vyjadr:ili ako 
"" 

: ;& . 100. Dal5ie ukazovatele,
-F6

ktor6 vyplynuli z postupu vyhodnocovania vjTsledkov, uvddzame v dasti
o vysledkoch.

Sledovanie rastu. Inokulum sa pripravilo z rozmrazenej bakt6-
riovej suspenzie odstredenim, usadenina sa premyla, znova odstredila
a riedila pomocou tekutej p6dy:

1. minim6lnej : 11

2. obohatenej (natrdvenim buj6norn) :9
5. buj6nom (obYdajnYm) : B

Stanovoval sa- podet buniek v'jZivove nepo5kodenych (No1 ), i podet buniek
vyZivove po5kodenlfch (Nbt ); koncentr6cia sa upravila na celkovli podet

=:106 buniek/ml. Podobne sa upravila aj podiatodn6 hustota nezmrazen5ich
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8,1
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z6rodkov (X") u kontroly. Kultivadn6 podmienky boli tak6 iste ako
podas pripravy bakt6riovej suspenzie pred zmrazovanim. Rast sa sledo-
val v hodinovlich intervaloch biofotometrickou met6dou, ktor0 vypra-
covali Lambin, German a Bernard (1961). Rastove krivky
sa kalibrovali na celkoqT podet bakt6rii stanoveny priamym bakterio-
skopicklfm poditanim. Zo stradnicov6ho syst6mu, v ktorom na abscise
bol vyznadenf das inkub6cie a na ordinatach stupnice percentu6lnej
priepustnosti svetla ako aj korelovan6 hodnoty celkov6ho podtu buniek
v ml kultury previedli sa exponenci6lne dasti rastov;fch kriviek do semi-
logaritmickej sristavy, dim dost6vali tvar priamok.

Pri sledovani vplyvu zmrazovania na r5Tchlost rastu testorganizmov
sa vych6dzalo zo stanovenia dasu (t) potrebn6ho na to, aby sa kultriry
z poiiatodnej koncentrdcie (Xo ) rozmnoZili na lubovoLne zvolen0 kon-
centreciu, leZiacu v rozsahu exponenci6lnej fazy rastu (X1), ktort sme
si zvolili (5.10s buniek/ml). Rozdiel medzi diZkou dasu narastania kul-
triry po zmtazovani a dasom narastania kontroly (kulttry pred zmrazo-
vanim) vyjadrila ho,dnota D v minirtach. Percentudlny pomer diZky dasu
narastania kultrlry ku prislu5nej hodnote kontroly sme oznadili hodno-
tou Q. Z toho vyplyva, Ze hodnota D zodpovedala sridtu vietkych parci6l-
nych rozdielov (d) pri jednotlivllich deleniach v exponencidlnej f6ze.
Hodnotu D bolo moZno priamo odditat t!m, 2e sa na grafoch rastovlich
kriviek viedla diara paralelne s abscisu vo vyike hodnoty Xl.Hodnota D
je teda priamo rimern6 podtu deleni (n) potrebnlich na to, aby z podia-
todnej koncentr6cie buniek (X") vzi5la koncentr6cia (Xt). Podla toho

plati rovnicaD:d..n, zktorej moZno vypoditat d:+, ked je zndme n.

I( hodnote n sa molno dostat pouZitim zakladn6ho vzorca pre vypodet
intervalu medzi dvoma deleniami podla Buchnera(Xt:Xo.2", resp.

Generadnli das vyjadrenlf v minftach (g) sa

t .log 2
, resp. g

log X1 - log Xo

5 t at i st i c k 6 v y ho dn ot e nie

V pripadoch, Ze rozplyl 5 sribeZnllch vysledkov bol Statisticky bezv'!-
znamnj, bral sa na dal5ie vyhodnotenie ich aritmeticky priemer. Vyznam-
nost rozdielov a vztahov sa Statisticky hodnotila podla Weberovej
(1957) pri konvendnej hranici P < 0,05.

logXt - log Xu .li: -_-
log 2

vypodital podla to,ho, Ze
tn:- 0

t
I1

z;



\/]tsledkSr a vyhodnotenie
Konforrnne k trom etap6m pracovneho postupu vyhodnocujeme vi-

sledky v troch skupindch:
a) \'yhodnotenie rastov;ich kriviek uk6zalo, Ze ich moZno rozdelit

ihruba na dva typy.
I. lyp rastov5Tch kriviek sa vyznadoval sfrbeZnlim priebehom vzhladom

na kontrolu, ako vidiet z obrazu 7 aj 2. To znamen6, ie im prisl0chajrice
kuttury mali rovnakri exponencialnu rSichlost rastu ako kontroia, od

1 Rastove krivky I. E. coli po jednodennej expozicii pri teplote
prostredi O, B, M.

typu u testorganizmu

-4, -18, -50'C v

Krivlca

Teplota

M6dium

Na osi tsediek: das v hodindch; na osi poradnic vpravo dole: prepustnost svetla
v 0,/o na logaritmickej stupnici; vl'avo dole; podet buniek v ml na logaritmickej
stupnici. Na hornorn grafe to ist6 s line6rne delen}imi poradnicami.

ktorej sa odliSovali len rozdielnym dasom latencie. O trvani latentnej
fAzy teoreticky plati, Le m62e byt podmienene tlim, Ze k deleniu buniek
nedoch6dza ( skutodn5i lag ), alebo Ze toto delenie v podiatodnej f.6ze
zrjchleneho rastu prebieha v metodicky nesledovatelnej oblasti (zdan-
livli lag). Pri prepise I. typu rastovlich kriviek do semilogaritmickej
sustavy sme dostali priamky navz6jom rovnobeZne, ktor6 sO na grafoch
hrubo vyznadene. Priamky prisluchajuce kulturam vyrastenym z ne-
zmrazeneho inokulu v buj6ne a obohatenom m6diu, napr. u E. coli kon-
troly Ku: Kr,u Ps. lluoroscensK(,: KB: Kri, po. prediZeni do nemera-
tel'nej oblasti, ktore s0 na grafoch vyznadene tenkou diarou, pretinaju

.)i



a jeho zmien ndsledkom zmrazovania podla priemernych hoi.-l:

,,se1ekdn6
faktory"

Ukazovatelia fyziolog. stavu

e kv6tu buniek

nepoBkodenjch

Ap
-Lol

It-
-!

o

Ai

Pp
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(+) - * slabo signifikantne (P > 5%)
(+ +) - * * signifikantn6 (P 

= 
5 %)



zovania podla priemernich hodndt merani: ilkazovatelia rfchlosti rastu

priklady jednotlivilch velidin

Ap
I

olFrs

A

:
did

18-

rt

of
d

I
o
d

Tvp
fyziologic-
k6ho stavu

inokula

8e*/tga.*
prremer
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41,640 -42 ffiL
35,5-37,5 I t:':-,,

40.5-42 I n1'9-- 
=0,78t3

36,5-40

29,4
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0,7885 I 1,197
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0,7510
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0,7510
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0,7310
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1,1436
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stupnicu ordinety v bode zodpovedajucom hodnote podiatodnej koncen-
trScie kult0ry: 6 (log 10s buniek/ml.). Pri E. coli priamka prisluchajrica
kontro e, rastucej na minimdlnej pdde (K,, ), pretina ordinatu v bode
5,5, do moZno hodnotit ako slabo signifikantnf odchylku. To znamend,
le pri sledovanych pokusoch rast kontroly prebiehal tplne od zadiatku
podla kinetiky, ktora je znezornene priamkou. Z toho vyplyva, Ze ,,la-
tentn6 fdza", ako sa javi u rastovych kriviek kontroly, je zdanlivd a pod-
mienen6 prahom citiivosti meracej aparatury. MoZno teda kon5tatovat,
ie za danych metodicklfch podmienok kontrola rdstla bez latentnej f\zy.

2. Rastov6 krivky I. typu u testorganizmu Ps. fluorescens po jednodennej expozicii
pri teplote -4, -18, -30 "C a po 150 dennej expozicii pri teplote -4 "C.

Krivka \2
i ___

Teplota K -4 -18
I M6dium ()+ R=MlO= Ro-vI O=B

Ostatn6 oznadenia ako na obr. 1.

Kultriry vyrastene zo zmrazeneho inokula mali rozdielne dlhe latentne
fdzy. ei i5lo o skutodnST alebo zdanliv;i lag, nedalo sa pouZitou metodikou
stanovit. Stridium tejto problematiky bude predmetom dal5ej prdce. Tu
len kon5tatujeme, Ze delenie buniek sa bud skutodne oddialilo, ked'Ze
l-'akt6rie po nizkoteplotnej expozicii sa taZSie adaptovali, potrebujric
dlh5i das na zadatie rastu a prechodu do f6zy zrfchleneho rozmno7ovania,
alebo bolo rozmnolovanie vo f5.ze zrjchlenia pod prahom metodickej
zdchytnosti vyrazne pomal5ie neZ vo vyhodnocovacom itseku rastovej
krivky. Tieto dve alternativy sri graficky znlzornenl na obr. 1-4. Sku-
todn5i lag vidiet z predlZenia priamky zo sledovanej oblasti rastu do
nemeratelnej oblasti po priesednik s abscisou s dasovou stupnicou, na
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3. Rastcv6 krivky II. typu u E. coli po 150 dennej expozicii pri teplote -4, -1g,_30.c

1l2ls4

Ostatn6 oznadenia ako na obr. 1.

4. Rastov6 krivky II. typu u Ps. tluorescens po 150 dennej expozicii pri teplote -19a -30 "c.

,23156r89AfiQ8t1 1.5r.e

12j156regQ1120r
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Ostatn6 oznadenia ako na obr. 1.



ktorej sa dd priamo odditat diZka trvania lagu. Charakter zdanliv6ho
iagu je znS.zorneny bodkovanou diarou. Osobitne sa treba zmienit o pri-
pade, ked kultirra E. coli, ktora vzi5la z inokula vystaveneho teplote

- 50 'C podas 1 dia, rastla o niedo rychlej5ie ako kontrola, majuc pritom
tvar rastovej krivky I. typu. Podobny jav opisal uZ Hartsell (1959),
bliZ5ie ho v5ak nevysvetlil. Vzhladom na to, Ze skratenie lag fdzy v po-
rovnani s kontrolou je na z6klade uvedeneho vyltden6, moZno si polohu
rastovej krivky vysvetlit iba na z6klade zvy5enej rychlosti delenia
v nesledovatel'nom useku podiatodnej rastovej f6zy. To v5ak predpokladd,
Ze zmrazovanie vyvo alo zmeny vo fyziol6gii, resp. v zloZeni bakt6riovej
popul6cie, z ktorej sa vyselektovali rychlejSie rast0ce organizmy. Bakt6-
rie s touto fyziologickou vlastnostou si viak pravdepodobne svoju do-
mindciu pre v;fZivov6 taZkosti neudrZali, resp. sa dalej tak rSichlo ne-
rozmnoLovali a tak kultrira pokradovala v raste takou rlichlostou ako
kontrola.

II. typ rastov5ich kriviek charakterizuje rozdielna exponenci6lna rSich-
lost vo vzlahu ku kontrole. To vypl'Sva uL z toho, Ze rastov6 krivky,
resp. ich priamodiare prepisy neprebiehali rovnobeZne s konlrolou. Pri-
tom platilo, Ze priamky po prediZeni uzavierali s abscisou uhol (o"".),

ktorlf je funkciou exponenciSlnej rlichlosti rastu, t. j. nepriamo tmern5i
generadn6mu dasu v sledovanom tseku rastu (9."). T6to hodnota nie je
z6vislS od diZky lagu, ktor6 sa u kriviek II. typu principidlne neli5ila od
charakteru lagu kriviek typu I., t. j. aj v tomto pripade sa lag n6sled-
kom zmrazovania mohol skutodne alebo zdanlive zmenit. Podla toho g"r,

sa za podmienok, ked kultOra r6stla s lag fdzou, odliSovala od hodnot/ g
vypoditanej podla opisanej metodiky z fsekuX,-Xt, z doho vyplliva,2e
velkost hodnoty g je podmienend trvanim lag f6zy. Pre g prislrichal uhol
ar,ktory sa dal zostrojit t5im, Ze sa od bodu rastovej krivky leZiacej vo
vy5ke koncentrScie Xt viedla priamka do podiatodneho bodu zodpoveda-
jrlceho koncentr6cii X" . Uvedene moZno zhrnft ako:

tga.*: f(g.*) : nezavisl5T na lagu,
tgao : f(g) : zdvisly na lagu.

Tieto vztahy sa pouZili v dal5om pri charakterizdcii rastu kult0r a

sledovani jeho z6vislosti na podmienkach zmrazovania a fyziologicklich
ukazova-teLov inokula. Pri Statistickom v5rhcdnoteni tejto korel6cie sa

vyuZila qihoda bezprostrednej stanovovatel'nosti velkosti uhlov oproti
hodnotdm g, ktore treba vypoditat.

Rastov6 krivky I. typu mali obvykle kultdry E. coli ako aj Ps. tluores-
cens po jednodennom zmrazovani bez ohl'adu na teplotu zmtazovania,
ktor6 v tychto pripadoch ovplyviovala iba diZku lagu, ako vidiet z obra-
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zov I- 2. Po 15O-dennom zmrazovani r6stla podl'a rastovej krivky I. typu
iba kultrira Ps, tluorescens, vystavena teplote -4 "C. U testorganizmov
E. coli sa prediZil lag najviac po zmrazovani pri -4"C, menej pri -18 "C,

kfm pri -30 "C do5lo k javu, ktory sme uZ spomenuli, totiZ, i.e kultura
i'6stla o niedo r5ichlej5ie ako kontrola. Ps. tluorescens reagoval v5eobecne
v men5ej miere na vplyvy zmrazovania ako E. coli, do si moZno vysvetlit
rozdielmi cryosenzitivi+"y. Pornerne najdlh5ie zdrZanie rastu testorganiz-
rnu Ps. tluorescens sp6sobilo jednodenn6 zmrazovanie pri -30 'C, len
o m6lo kratii bol lag po 150 dennom zmrazovani pri -4'C a po jedno-
clenno,m zmrazavani pri -1-8 "C. Kr6tkodob6 zmrazovanie pri -4"C
p6sobilo viak len bezvliznamnE zv5i5enie hodnoty g pri nezme -

nenej hodnote 8,,." ako to vc vSeobecnosti zodpovedA typu I. Vplyv
zlo7enia kultivadneho media sa v pripadoch, kde bol rast charak-
terizovanf I. typom krivky prejavil v tom, Le v p6de obohatenej
hydrolyz6tmi a l6tkami vitaminovej povahy rdstli kulttry s krat5im
lagom ako v p6de minim6lnej. O uvedenom podrobnejiie orientujri uka-
zatelia rastu v tabulke 1.

Rastov6 krivky II. typu si zndzornene na obrazo,ch 3 a 4. Patria kul-
tirram, ktor6 vyrdstli z inokfl dlhodobe zmrazovanlich. V tSichto pripa-
doch sa po zmrazovani f.6za lag zmenila, resp. aj nezmenila; exponen-
cidlna rychlost rastu vzr6stla vBak vZdy. NajvyraznejSie zrychlenie rastu
sp6sobilo dlhodob6 zmrazovanie E. coli pri -4'C ako vidiet z grafu na
obr. 3. DoSlo tu ku skrdteniu generadn6ho dasu v exponencialnej faze
(g."), pri nezmenenom, resp, nulovom lagu. Dlhodobe zmrazovanie malo
aj pri dal5ich teplot6ch za nasledok stimul6ciu rastu kultOry E. coli,
ktor6 sa prejavila vo vztahu ku kontrole aj napriek tomu, Ze kultriry
vyrdstli po istom trvani lagu. Ps. fluore,scens reagoval aj v tomto pri-
pade s men5imi vykyvmi na zmrazovanie, do zodpovedalo na5ej predstave
o v5eobecnom vfzname cryorezistencie pre efekty nizkych tepl6t. Ale aj
pritom bolo moZn6 zaznamenat vzostup rllichlosti rastu po dlhodobom
zmrazovani, ktory zllelal v skrdteni generabn6ho 6asu 9r.,, pri mierno,m
prediZeni latendnej fdzy vo vztahu ku kontrole. IJdinky zmrazovacich
tepldt -18 a -30 "C sa od seba vyznamnou mierou neodli5ovali.

Pri sledovani vplyvu dlhodob6ho zmrazovania sme nespozorovali roz-
diely v kinetike rastu v r6znych Zivnych prostrediach, menovite nie
v tom zmysle, Le by rast v minim6lnej p6de bol po'malSi. Plati to pravda
len pre kultirry rastrice podla charakteristiky II. typu.

b) Stanovenie fyziologickych ukazovatelov inokula a ich zmien n6-
siedkom zmrazovania sa robilo so zameranim na pracovnf hypotezu
cpierajtcu sa o v_vsledky predchddzajtcich prac (Arpai, 1961a, c),
ktor0 mo7-no vyjadrit takto:
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ad 1. zmeny fyziologick6ho prejavu kultury sfr spdte so zmenami vz€r-
jomneho, pomeru zloZiek fyziologicky plnohodnotn5ich a menejcennlich
organizmov bakteri6lnej populdcie ;

ad 2. le bunky bakteriSlnej populdcie sri nerovnako rezistentn6, pri-
-orn najodolnejSie sr"r s(rdasne a.j fyziologicky najaktivnejSie, resp. rastri
najrli chlejSie;

ad 3. z uveden6ho sa usudzuje,2e fyziologickd aktivita kultriry je tyrn
vyi5ia, bim men5i bude podiel po5kodenlich buniek a selekdn57 zAsah
je tym ttinnej5im, dim bude men5i podiel nepo5kodene preZiva;ilcich
organizmov, t. j. pri ide6lnej, maxim6lne udinnej selekcii iba jedna ne-
poSkodena bunka by mala selekdnf z6sah preZit.

Pokusn6 prdce zameran6 na 1. bod vychddzali zo stanovenia podtu
bakt6rii s normainymi (NGo, \s,) a so zv5,Snihi ndrokmi na Ziviny
(Nb o, Nb r ), resp. z podtu mrazom usmrtenych buniek. Postupujuc
podl'a metodiky sme vypoditali z nameranych hodndt ukazovatele na vy-
jadrenie:

a) podielu definovanych zloZiek bakteridlnej populacie v celkovom pod-
te zarcdkov (u,,, bo. c. qt, bt) a v kvote buni-ok preZivajricich zmrazo-
vanie (a6 b11);

b) vztahu tlichto hodn6t k prisluSnym hodnotAm kontroiSr 1r,t,1, b;,).

Obdobnym sp6sobom sme vydislili aj vzdjornne vztahy oboch defino-
vanych zloLtek bakteri6lnej populacie (Po, Pt ) a zmeny tychto vztahov
nasledkom zmrazovania (P, ).

Experimentalnemu Studiu hypot6zy vyslovenej v bodoch 2 a S sluZili
ukazo,vatele, ktore sme zostrojili na zdklade ovahy, Ze relativne hodno,t5r
vyjadrujfce vzdjomn6 vztahy definovanych zloiiek a zmeny t5ichto vzta-
hov budri korelovane so zmenami fyziologick5ich prejavov kultury len
v pripa,de, 2e tie ukazovatele sa uved0 do funkdn6ho vztahu s kvotou
selekdne v17l0den37ch, t. j. odumretfch organizmov (c). To sa dalo v pri-
mitivnej f orme realizovat vynasobenim hodn6t Pr alebo P, kvotou
usmrtenych buniek (c).

Pokusne ziskane vysledky spracovan6 do uvedenych ukazovatelov sti
zcstaven6 do tabulky I. Z nich vidiet:

Krdtkodobe zmrazovanie pdsobilo pri -4'C na E. coli len
v malej miere let6lne (ct20 0,,'o), pridom medzi preZivajricimi bakt6riami
doilo k vyrazn6mu zvy5eniu podieiu po5koden5ich organizmov, vydislene
ukazovatelom bp na 433 %, na ktorfch dominanciu v kulttre ukazuje
brr hodnotou az 63 0/a. Zmrazovacie teploty -18 a -50'C usmrtili za
tych istych pokusn5rch podmienok uZ vy5e 80 0/o bakt6rii coli. Medzi pre-
Zivajficimi bakt6riami aj v tomto pripade nadobudli prevahu poikoden6
bunky. Medzi ddinkami zmrazo'vania pri -18 a -50 "C sa javil rozdiel
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v tom, Ze pri -18 "C kvota usmrten5Tch buniek bola o m6lo niZiia. kym
kv6ta po5koden3Tch pomerne vySSia ako pri -30 "C. Inymi slovami po
zmraza'vani pri -30 "c pri men5om podte preZivajtcich buniek bol
podiel nepo,Skodenych buniek vy55i. Kr6tkodob6 zmrazovanie pri -4"C
vpllivalo na Ps. lluorescens letalne v e5te meniej miere nez na E. coti
(cav 16 %), pridom sa cryorezistencia pseudomonasu vyrazne prejavila
v tom, ie medzi preZivajricimi organizmami si nepo5kodene bunky za-
chovali v popul6cii svoju vysokir dominanciu (a11 x 87 0/o) kedZe pokles
kvoty nepoSkodenSich buniek bol v porovnani s kontrol.ou ako vidiet
z hodnoty a, nizky, t. j. dinil len asi 200/0. ZniZenie zmrazovacej teploty
na -18, resp. -30 "C sp6sobito, Ze asi polovica exponovanlich organiz-
mov uhynula. Medzi preZivajricimi organizmami do5lo k ve,lmi slabej do-
minancii pobkoden5ich buniek, ktor6 ako vidiet z hodn6l b tt predsta-
vovali pc -18 "C asi 530/o a po -30'C asi 550/o iivych buniek.

Dlhodobe zmrazovanie pri -4'C spdsobilo u testorganizmu
E. coli maximdlne odumieranie. Medzi preZivajricimi bunkami, ktor5ich
celkova kv6ta nepresahovala 0,1 Oib, bolo skoro 90 0/o nepo5koden5ich. pri
niZ5ich teplot6ch, t. j. --18 a -50 "C vystripila celkov6 kvota preZivaji-
cich buniek na 0,2 0,/0, resp. 0,4a/a, pridom podiel nepo6kodenl;ich buniek
poklesol aZ na = 57 0/o al<o to vyplyva z hodn6t aa. Bunky Ps. fluorescens
zmtazovan6 po rovnako dlhli das pri -4"C zostali na Zive v rozsahu asi
7 0/0, sridasne do5lo k presunu vyZivove definovanych zloZiek v tom
zmysle, Ze podiel po5koden5ich buniek vzr6stol na vyie B0 %. Teplota

-18'C usmrtila po 150 dioch aZ 99,8 9/o buniek, medzi preZivajricimi
bunkami prevladali nepo5koden6 bunky, ktor6 reprezentovali * 78 0/o

bakteri6lnej popul6cie. Udinok teploty -30'C sa bezvyznamne odli5oval
od Odinkov -18 "C v tom, Ze kv6ta uhynutych buniek bola asi o 1%
niZ5ia, k57m pomer nepodkodenych buniek k po5kodenlim bunk6m bol
opiit zhruba B:2.

c) N4edzi zmenami ukazcrvatelov fyziologick6ho stavu inokula, podmie-
nck zmrazo,vania a kinetiky rastu sme na5li tieto vztahy:

7. E. coli, ako cryosenzitivny typ bol uZ po kr6tkodobom zmrazovani
rio zna-nej miery letalne po5koden5T, vZdy v5ak vyrazne ( 99 0/0, prito,rn
medzi preZivaj0cimi orgJanizmami prevlSdali viac alebo menej vyznamne
vyZivove po5koden6 bunky (charakteristika c 5 99, a < b). Fo dlhodobom
pdsc,beni nizkych teplOt dinilo odumieranie >99 0/0, pridom medzi preii-
vajucimi bunkami prevlAdali vZdSr i ked nerovnakou mierou v5TZivove
nepc5kcden6 bunky (c 

= 
99 0/o a -- b). Ps. tluorescens ako cryorezistent-

ny typ, po kratkodobom zmrazovani uhynul len v pomerne malej mierc
bez vfznamnych zmien v zloieni popuiAcie (c S 99, a ', b). Len pri
Itib5ich zmrazovacich teplotach sa zmenil pomer tlefinovan5Tch zloZiel<
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bakt6riovej popul6cie v prospech nepo5kodenych buniek (c 
= 

99, a. b),
rovnako tomu bolo aj pri dlhSie trvajucom zmrazovani pri -4'C. Na-
proti tomu niZ5ie zmrazovacie teploty za tychto podmienok p6sobili na

= 99 % letAlne, pridom medzi preZivaj0cimi bunkami ziskali nepo5kodene
bunky prevahu (c > 99, a t b).

Mnohostranne podmienen6 vztahy medzi p6sobenim nizkych tepldt a
fyziologick5im stavom bakterialnej popul6cie sa uveden5im spdsobom
pre dan6 metodicke podmienky pri premennej teplote a diZke zmrazo-
vania, ako aj pri Specifickej cryorezistencii testorganizmov zuZuju na 4
alternativy, resp. charakteristiky:

I.: c=99, a<b
Ia: cs99, a>b
IL: c=99, a>b
IIa: c199, a<b

z nich iba pripad IIa sa v naSich pokusnych podmienkach, resp. vysled-
koch nevyskytol.

2. V pripadoch, ked sa na odkovanie pouZili bakterialne suspenzie,
ktor5im po zrnrazavani prisluchala charakteristika c > 99, a > b (II)
kult(rry mali rastove krivky II. typu. Exponenci6lna rSichlost ich rastu
bola vyS5ia ako u kontroly. Tuto stimuldciu sme si vysvetlili na z6klade
selekcie rfchlejSie rast0cich organizmov, o ktorych predpoklad5:me, Ze

patria k najviac cryorezistentnej dasti kultfiry. Podiel takSTchto orga-
nizmov v kult0re je pravdepodobne veLmi nizky a preto aby sa nimi
ovplyvnil celkovSi fyziologickSi prejav kulttry bude asi treba usmrtit
> 99 o/o popul6cie.

Kvantitativna miera stin-Lr.il6cie, priamo viditeLna z polohy rastovlich
kriviek a vydislend ukazovatel'mi rychlosti raslu v tabul'ke (D; Q; 9,,,
resp. tgu,,; g",(g) sa itatisticky analyzovala na stupefi koreldcie (Pear-
sonov test) s jednotliv..imi ukazovateLmi fyzioicgickeho stavu a zmien
inokula. Ako vidiet z tabulky pomerne najvy55ia signifikantnost koreld-
cie sa .javi s ukazovateLom Pz. c,' o niedo niZ5ia je s ukazovatel'om P,, c

Zosta-rili sme cel5i rad dalSich ukazovatelov, v ktorych sme sa snaZili
rozliSovat vahu diselnej hodnoty definovanych zloZiekkultury ich umiest-
nenim vo vzorci ako diniteL, delitel', delenec alebo exponent a dat int
Epecificku funkciu z,avadzanim kon5tant. Hodnoty vypo'ditane podla nie-
ktor5Tch jednoduch5ich vzorcov sr1 aj v tab. l, dal5ie hodnoty zloZitejiich
ukazovatelov predLreZne neuverejfiujeme, lebo na danom Statistickom
subore neindikuju vztah medzi charakterom rastu a f5rzislegi.k5Tm sta-
vom bakteriovej populacie o mnoho citlivej5ie ako pomerne jednoduciry
vzorec tst . c.
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V pripadoch, ked sa inokulovalo bakterialnymi suspenziami, u ktonych
sa ridinky zmrazovania zliu1lli na charakteristiku c < 99, a < b, (I), resp.
v jednom pripade aj c 

= 
99, a > b (Ia), vzi5li kulttiry rast0ce ako krivky

I. typu. Pri rovnakej exponenci6lnej rjchlosti rastu (pozri 9".,, resp. a.,)
mali rozdielnu diZku lagu (pozri na grafoch pomery do I ctr,r, reSp.
v tabul'ke t hodnoty pomeru S : ge,,). Srihlasne s predpoklado,m, Ze se-
lekcia rllchlej5ie rastricich organizmov je podmienend > 99 % usmrtenim
populdcie, nedo5lo v tychto pripadoch k stjmul6cii rastu kultriry, ale
naopak k prediZeniu lagu, a to v korel6cii so zv57Senim kvoty po5kode-
nifch bakterii. Vynimku predstavoval uZ spominanli pripad, Ze jedno-
denn6 zmrazovanie pri teplote -30'C vyvolalo mal0 a v kr6tkom dase
odznievajdcu stimul6ciu rastu E. coli. Pclohu prisluSnej rastovej krivky
sme uZ predtym rozoberali, tu uZ len poukazujeme na to, Ze relativne
ukazovatele fyziologickeho stavu P c, resp. P p . c majri v tomto pri-
pade v..iznamne vyiEie hodnoty, ako pre ostatnd inokula charakteristiky
c 

= 
99, a < b, resp. rastov6 krivky typu I. Naopak napadne sa bliZia

k: hodnot6m prislu5nych ukazovateLov krivky typu II.
Tu treba poznamenat, Ze aj ked sa na danom Statistickom sribore

podarilo vyhl'adat pomerne jednoduchO matematicku diferencidciu pre
dva alternativne efekty, je zrejme, Ze ich nemoZno oddelit ostrou hra-
nicou. Kinetika rastu, ako aj ostatne Zivotn6 prejavy su fenotypicky
podmienene a len vo zvl65tnych pripadoch d6jde k jednoznadnej domi-
nancii ist6ho fyziologickeho mechanizmu, akli by sa dal pripisat napr.
negenetickej adaptacii pre zmeny rastovych kriviek podl'a I. typu a ge-
notypickej selekcii pre pripady zhrnute pod II. typ rastovych krirziek.
T'u treba poznamenat, Ze nemoZno zdsadne vyi0dit ani to, ie za istych
podmienok sa zmrazovanim vyselektujO aj pomaly rastuce organizmy,
dcr by sa muselo prejavit vo forme kriviek II. t5tpu s exponenciAlnou
r5Tchlostou rastu niZ5ou ako u kontrolnej vzorkrv. Hartsell (1951,
1959) niedo podobneho zachlrtil, zatial' vdak nemAme preto d6kazy.

Diskusia

O tom, Ze problematiku inhibicie a stimulacie nesledujeme len z jedno-
strann6ho pristupu opisan6ho v tejto pr6ci, sveddi uZ seria uverejnenych
prdc, v ktorfch sme u vdd5ieho podtu mikroorganizmov stanovovali vplyv
z,mrazovania na peptid6zovu aktivitu a jej zmeny. Ako zo sriborneho
spraccvania" do,siahnutlych vSisledkov vyplyva (A r p a i 1961d), bo,li

mnoh6 poznatky t5ichto prac, tSikajuce sa najmti selekdneho efektu
z,mrazovania, v plnom s(tlade so z6vermi predloZenej pr6ce. Zistili sme
tieL, Le nizke teploty mdZu vyvolat zmeny u bakt6rii, ktore majd cha-
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rakter mLltecie (Arpai 1961c). Lom v prvej tretine exponencialneho
priebehu rastovej krivky zmrazovanej kultury v minimalnej p6de sme
skOmali aj z hl'adiska moZnej parasexualnej interakcie medzi myazorn
po5kodenSimi ,,auxotrofmi", v5rznadujricimi sa pomalSim rastom a mrazom
nepcikcden5imi,,prototrofmi", vj/znadujucimi sa rlichlym rastom. Tieto
pokusy e5te neviedli k publikovatelnvm vjsledkom. Fredkladame viak
prdcu, ktorou sme potvrdili pozorovauia cito-,zany'ch autorov o kladnom
i z6pornom vplyve zmrazovania na rast mikroorganizmov, a sfdasne sme
pr:ispeli k objasneniu ich protiredivSTch vysledkov na zaklade vSTkladu
o zdvislosti f5rzielsti.keho prejavu kultury od selekdneho efektu zmra-
zovania. Sudasne sa v5ak poukazuje na Sirokri stupnicu fyziologickej
aktivity mikroorganizmov a miery jej poSkodenia, ktoni bude treba
krrantil.ativne stanovovat, aby sa spresnili vztahy, ktor6 sa manifestuju
prdve pri pi-rsobeni nizkych tepl6t. Je to pravdepodobne preto, Ze pomaly
antimikrobialnv udinok zmrazovania umoZl"ruje pomerne selektivne roz-
li5it fdzy poikodenia kultury. To vSak neznamen6, Ze u rjchlejiie udin-
kujricich agensov sa vyluduje upiatnenie analogickych efektov.

S0hrn

Rllichlost rastu bakterialnej kultriry sa po zmrazovari vo vdd5ine pri-
padov meni v zmysle zdpornom (inhibicia) alebo aj kladnom (stimulacia).
Sledovaii sme Iimilujuce zavislosti tlichto zmien k vfkladu ich mecha-
nizmu. Mezofiln5T a crvosenzitivny testorganizmus O-col1, akc aj psycho-
filn;1i a cryorezistentny kmei Ps. fluorescens sa kratkodobe (1 def,) a
clihodobe (150 dni) zmrazovali pri -4, -18 a -30 "C. Pred zmrazova-
nim a po expozicii bakteridlneho materialu sa stanovila kvota buniek
schopnych rastu na minimalnej iivnej p6de (vyZivove nepo5kodene), ako
aj vyZadujucich si k rastu obohatenej pddy (vyZivove poikodenvch).
Zistila sa tiez kv6ta myazom usmrtenych buniek. Tir:to udaje sl(rZili ako
zakladne ukazovatele tyziologickeho stavu bakteri6lnych suspenzii, ktore
sa pouZili ako inokulum pre kultivadne test5r ns stanovovanie r:ychlosti
rastu. Biofotometrickou metodou sa namerali hodnoty rastov5Tch kriviek,
bakterioskopicky kalibro\zan6 na celkovf podet buniek. Skumali sme
vztahy medzi podmienkami zmrazovania, zmenalni ukazovatel'ov fyzio-
lc,gick6ho stavu inckula a kinetikcu rastu prislu5n5ich kultrrr.

Zistilo sa, le za podmienok, pri ktorych malo zmrazovanie vysokri
baktericidnrl udinnost (> Sg % uhynutie buniek), pridom medzi preZiva-
jircimi organizmami inokula prevl6dali vyZivove nepo5kodene bunky, sa
zv5i5ila exponencialna rl;chlost rastu kuitur. K takemuto efektu doElo
obvykle aZ po dlhodobom zmrazovani a to pri cryosenzitivnom testorga-
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nizme uZ pri zmrazovacej teplote -4"C, u cryorezistentneho organizmu
v5ak aZ pri hlbSich teplot6ch.

Opadne, ked nasledkom zmrazovania sa prejavila dominancia, resp.
zv5i5enie kvoty vyZivove po5kodenych organizmo,v, doSlo k spomaleniu
rastu kult0ry, ktord ztleiala v prediZeni lag-fdzy pri nezmenenej r57ch-
losti rastu vo fdze exponencialnej. TakSito ridinok malo cbvykle kratko-
clob€: zmrazovanie, ale na cryorezistentn5i testorganizmus takto p6sobilc
aj dlhodobe zmrazovanie pri -4"C.

Medzi uvedenymi dvoma typicklimi aiternativnymi reakciami v rasle
testorganizmov na podmienky zmrazovania boli niektore medzistupne.
Av5ak pre hodnotV t$chto medzistupiov rovnako ako pre cely Btatis-
ticky subor platilo, Ze fyziolagickf stav inokula, empirrcky vyjadren!
s0dinom kv6ty usmrten_fch organizmcv a podielu kv6ty nepo5kodenych
buniek s kv6tou buniek po5koclen5;ch, je v signifikantnom vztahu k rych-
Iosti rastu kultur. V pr6ci sa po'drobnejSie vysvetl'uje princip postupu,
ktor5im sa na3iel tento vztah.

Spozorovane efekty sa vysvetluj0 v pripadoch stimulacie, prejavujuce
sa zvy5enou exponenci6lnou rychlostou rastu, na zdklade mrazovej selek-
cie r5ichlej5ie rast0cich organizmov, o ktorSrch sa predpokladl, 2e patria
k najviac cryorezistentnej zloZke bakterialnej populdcie. Naproti tomu
inhibicia, na. zlklade prediZenia lag-fdzy je vysvel.litelna spomalenor.i
adaptaciou zmrazovanim poikoden;rch buniek. Selekdne a adaptadne
procesy sa vzSjomne nevyluduj(r, resp. sa predpoklad6, Ze sa m6Zu su-
dasne uplatnit.

V diskusii sa hovori o moZnostiach spresnenia a SirSieho uplatnenia
spoznanS;ch vztahov meCzi zmenami f]'ziologick5ich preja.ro-r a zmenami
rnetabolicky definovanlrch zloZiek kultury, opierajirc sa pritom aj o vy-
sled-ktr predtym tiverejnenlich pr6c.
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MATHEMATISCH-S'IATIS]'iSCIIE AN^A,LYSE DER ABHANGIGKEIT
DER WACHSTUMSKINETIK VON BAKTERIEN NACH FROSTEINFLUSS

Zusammenfassung

Die Vermehrungsgeschwindigkeit von Bakterienkulturen verdndert sich zumeist
nach Frosteinfluss. Wir untersuchten die Abhiingigkeit und den Mechanismus dieser
Veriinderungen. Zu den Versuchen nahmen l.rir einen mesophilen und cryosenzitiven
Stamm Escherichio. coll und einen psychrophilen und cryoresistenten Stamm Psettdo-
nrcnas fluoresc€lzs. Die Kulturen der Testorganismen wurden kurzfristig, d. h. 1 Tag
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und langfristig, d h. 150 Tage bei -4, -18 und .-30'C der Frostwirkung ausgesetzt.
Vclr dem Gefrieren und nach dem Auftauen bestimmten rvir den Anteil der Bakte-
rienzellen, die zum Wachsturn auf Minimalniihrbtjden fdhig waren. Diese bezeichneten
tvir als physiologisch, bzw. vom Standpunk des Erndhrungsanspruchs als unbeschiidigte
Bakterien. Jener Anteil cier Bakterienpopulation, del zu seinem Wachstum einen
komplexen, angereicherten Nzihrboden erforderte, konnte als entsprechend beschddigte
Ilakterien bezeichnet werden. Der Anteil der durch Frost abgetijteten Zellen wu;-de
gleichfatls bestimmt. Bakterienkuiiuren die auf angefiihrte Weise cbarakterisiert
waren, verwendeten ra'ir als Inokula zu Vermehrungsgeschwirldigkeitsbestimmungen.
Die Vermehrungskurverr wurden mittels biophotometrischen Triibungsmessungen
ermittelt urtd anhand bakterioskopischer: Zdl-rlungen kalibriert. Wir untersuchten die
Beziehungen zwischen der Gefrierweise, den verdnderungen in der physiologisch
unterscltiedenen Zusammensetzung der Bakterienpopulation und der Vermehrungski-
netik wAhrend der l(trlti.ration.

Es konnte fesl.gestellt werden, dass unter den Bedingungen, da das Gefrieren stark
baktericid rvirkte, das heisst ein Absterben von iiber 99 ozir zul Folge hatte, wobei die
ijberlebenden Bakterien zum i-iberwiegenden Teil physiologisch unbeschiidigt waren,
es zu einer Erhdhung der Vermehrungsgeschwindigkeit wiihrend des exponent.iellen
Wachstums kam. Dieser Effekt konnte zumeist nach einem langandauerden Gefrierer
von cryosenzitiven Bakterien -4 "C und bei cryoresistenten Bakterien bei tieferen
Temperaturen beobacbtet werden.

Im gt:gengesetzten Fiillen, werr11 es unter Gefriereinfluss zu einer Dominanz be-
schiidigter kam, konnte ein verlargsamtes Wachstum der Kulturen iestgestellt werden
ttiese beruhie in einer verliingerung der lag-Phase bei unverdnderter Vermch-
rungsgeschwindigkeit in der exponentieller Phase, Dieser Effekt war zumeist die
F-oige kurzfristigen Gefrierens, cioch bei cryoresistenten Testorganismen auch nach
langfristigem Gefrieren bej -4 "C.

Zwischen den angefiihrten typischen Reaktionsalternativen der Wachstumsveriinde-
rungen nach dem Gefrieren, gab es auch verschiedene Ubergangsformen. Es wurde
eine statistisch gesicherte I{orrelation zwischen der Vermehrungsrate und einer
physiologischen Charakterisatiolt der zur Beimpfrrng vervzendeten Bakterienpopulation
gefunden. Dies wird im Texl- eingehend erlSutert und eine hypotl-ietische Erkliirung
cier Wirkung der Frcstselektion erbracht.


