O Specifickom G¢inku zmrazovania tekutym dusikom
na mikroorganizmy
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Po3kodenie a usmrtenie mikroorganizmov vplyvom nizkych teploét sa uz sle-
dovalo v mnohych préacach, ktorych vysledky sa daju zhrnutf do poznatku, Ze
poskodenie bunky nastdva v Case zmrazovania, polas podsobenia chladu, pri
rozmrazovani a niekedy doznieva poskodenie eSte aj na zadiatku obnovenia
metabolickej ¢innosti. U¢inok tychto ¢initefov je limitovany kongtruktivnymi
a adaptivnymi vlastnostami organizmov, ich fyziologickym stavom, vyrovna-
nostou vyZivy pred a po nizkoteplotnej expozicii, ako aj chemizmom prostredia,
v ktorom sa zmrazuje. Komplexny u¢inok uvedenych faktorov, ktoré pésobia
prostrednictvom rozmanitych mechanizmov, ma svoj odraz v S§irokej &kale
reakcii organizmov, ktora siaha od irreverzibilného poskodenia po totilnu re-
zistenciu, ako to vyplyva zo zaverov kryobiologickej Studie (Arpai, 1964).
Vo svetle tejto studie sa javi, ze spoloénym menovatelom, na ktorom sa za-
kladaju vSetky mechanizmy poskodenia bunky, je pohyb a pripadnid zmena
skupenstva vody, nech uz jej migracia ma za néasledok mechanické alebo che-
mické efekty. KedZe kinetiku tejto migracie uréuje rychlost zmrazovania, zda
sa, ze to je zadkladny faktor, na ktory treba vzfahovat ostatné faktory pod-
mienujlce vysledny uéinok zmrazovania. Pritom si zasluhuje osobitnu pozor-
nost ultrarychle zniZovanie teploty, s ktorym je spojeny pokles pohybu vody
na mieru, ktora znamend prakticky jej ustrnutie na mieste ¢iZe v amorfnom
stave. Teoreticky by sa malo tymto vylucif poskodenie bunky za predpokladu,
ze aj devitrifikdcia prebieha tak rychlo, Ze sa neprejavuje Skodlivy vplyv
krystaliza¢nej teploty. Pokusy, o ktorych sa tu referuje, sluzili nielen preve-
rovaniu uvedeného teoretického predpokladu, ale aj na porovnavanie bio-
logickych u¢inkov roznej rychlosti zmrazovania.

Materidal a metddy

Organizmy. Kmene Escherichia coli B a Pseudomonas fluorescens, ktoré
sa pouzili na pokusy, boli tie isté ako pri predchadzajucich kryobiologickych
pracach, v rdmci ktorych sa spresnili ich rastové a niektoré metabolické cha-
rakteristiky pri nizkoteplotnej expozicii (Arpai, 1963, Arpai, Ledkova,
Longauerova, 1965); dalej sa pribral k pokusom mikrokokovy kmen zara-
deny do zbierky pod oznadenim Micrococcus varians CCM 188, vyznacujuci sa
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tym, Ze jeho bunky za Standardnych kultivacénych podmienok sa nezhlukowvali
do mikrokolénii, ako aj vysokou kryorezistenciou (Arpai, 1961).

Média. Zakladnd mineralna pdéda (ZMP) obsahovala: 2 g KHsPOy; 2 g
NHHyPOy; 2 g (NH;)»SOy; 0,2 g MgSO, . TH»0; 0,5 g Na-citrat; 0,01 g CaCl,;
0,005 g FeSO, . THoO na 1000 ml deionizovanej vody. Pri pouzZiti ZMP ako
predexpozi¢nej kultivaénej poédy sa sterilne pridavala glukéza (0,3 "), ktora
sa autoklavovala oddelene, obdobne ako aj MgSO; . THyO. Uprava pH na 7,2
sa robila Ithom sodnym. ZMP sa pouzila aj ako zakladné suspenzné médium
pri zmrazovani, ako aj na riedenie, v tychto pripadoch v$ak bez prisady
glukézy.

Na stanovovanie pocétu prezivajucich baktérii sa pouzila obohatend po6da
ZMP s prisadou 20 mg kvasniéného extraktu, ¢im podla skusenosti z pred-
chédzajucich prac sa dosiahla vysokd kvéta reaktivacie buniek po zmrazovani
(Arpai, 1964).

Kultiva¢na technika a priprava mikrobiélne]j
suspenzie

Po 18 hod. kultivacii pri 30 °C sa pouZila bakteridlna suspenzia prislu§ného
testovacieho organizmu na Standardnd inokulaciu ZMP, v ktorej vyrastii
kultury, z nich sa odobral materidl na zmrazovanie vo faze, ked ich opticka
hustota, merand pri 420 nm dosahovala 0,35 absorbancie. Ostatné metodické
podmienky pripravy materidlu na zmrazovanie sa zachovali ako v uz posledne
citovanej praci.

Zmrazovanie a rozmrazovanhnie

a) Velmi rychle zmrazovanie sa dosiahlo tym spdsobom, zZe sa bakte-
ridlne suspenzie (20 ml) v hlinikovych nddobkach ponorili do tekutého dusika
v prikrytej Dewarovej nddobe (—196°C). Touto metddou, prevzatouod Smitha
(1961) je zaruceny teplotny spad o rychlosti asi 100 °C/sec.

b) Rychle zmrazovanie sa robilo obdobne, pondranim materialu do aceténo-
vého roztoku suchého Tadu (—78°C). Rychlost tohto spdsobu zmrazovania
podla merania Packera, Ingrahama a Schera (1965) dosahovala
15 °C/sec.

¢) Pomalému zmrazovaniu zodpovedal ten sposob, ktorym sa zmrazovalo
aj pri predchadzajuacich pokusoch (Arpai, 1961), t. j. v doskovom zmrazovadi
o teplote —30 °C. V tychto pripadoch teplotny spad sa pohyboval okolo 1 °C/sec.

A. Rychle rozmrazovanie sa dosiahlo tym spésobom, Ze sa hlinfkova
nadobka zohrievala prudom teplej tekucej vody (asi 50 °C).

B. Pomalsie rozmrazovanie sa robilo pradom obycéajnej vodovodnej vody,
ktorej teplota bola asi 11—12 °C.

C. Pomalym spdsobom sa rozmrazovalo v chladni¢ke (asi 4 °C).

Jednorazove zmrazovanie trvalo do 30 min, tesne po rozmrazovani nasledo-
vialo opétovné zmrazovanie, ¢o sa opakovalo az 15 krat.

Vysledky a vyhodnotenie
Vplyv rychlosti zmrazovania pri 1-—15 nasobnej expozicii na odumieranie

sledovanych troch druhov baktérii rozdielnej odolnosti vo¢i mrazu, za Stan-
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dardnych pokusnych podmienok, pri pomalom spdsobe rozmrazovania, vyplyva
z graficky znazornenych pokusnych vysledkov na obrazoch 1la, 1b, le. Vo
vieobecnosti sa daju vyhodnocovat v tom zmysle, Ze pocet preZivajucich buniek
klesa s poétom cyklov zmrazovania a rozmrazovania. Linearita tohto vztahu
sa vSak podla naSich vysledkov nejavi ako konstantnd. Na rozdiel od prac
niektorych inych autorov (Harrison a Cerroni, 1956, Packer, In-
graham a Scher, 1965), nasvedéuju naSe pokusy tomu, Ze kvota odumie-
rania pri opdtovnom zmrazovani sa meni a to tak, Ze po prvom az trefom,
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Q br. 1. Vplyv rychlosti zmrazovania, pri jedno az pitnastnasobnej expozicii, na pre-
7ivanie troch druhov baktérii rozdielnej mrazuvzdornosti.— la = testovaci organiz-
mus Escherichiag coli, 1b = Pseudomonas fluorescens (vyznacujuci sa vidéSou mrazu-
vzdornostou), lc = Micrococcus varians (vyznaéujuci sa velkou mrazuvzdornostou).

— Oznacdenie kriviek: P = pomalé zmrazovanie, R = rychle zmrazovanie, VR = vel-
mi rychle zmrazovanie. Na osi Useéiek pocet zmrazovacich cyklov; na osi poradnic
pocet reaktivovanych buniek v ml.

pripadne aj Stvrtom zmrazovani sa postupne, ale vyrazne zniZuje baktericidny
uc¢inok nizkoteplotnej expozicie.

Tieto vysledky su v zhode s predstavou o nerovnakej mrazuvzdornosti bu-
niek mikrobidlnej populdcie a o selekénom udéinku zmrazovania, nasledkom
ktorého ostdvaju v kulture bunky so zvyS$enou mrazuvzdornostou (Arpai,
1963, Arpai, Banhegyiovd Gréofova Longauerova, 1965).

Rychlost zmrazovania nevystupuje vo svetle naSich pokusnych vysledkov
ako cinitel, ktory nezavisle podmieniuje baktericidnost nizkej teploty, ale sa
javi naopak vo vyraznej zavislosti od konstitutivne] mrazuvzdornosti organiz-
mu. Cieleny vyber testovacich organizmov odlisnej mrazuvzdornosti umoznil
demonstrovat vyznamne diferencované reakcie na rychlost zmrazovania. Ako
vidiet z obrazu la odumieraju baktérie E. coli najviac pri pomalom zmrazovani
a najmenej pri velmi rychlom. Podobné pomery sme zistili aj u inych na
zmrazovanie citlivych baktérii v predoslych pracach (Arpai, 1961).
Nie novy je aj zaver vyplyvajuci z vysledkov znazornenych na obraze lb,
podla ktorého psychrotolerantné baktérie Ps. fluorescens odumieraju naj-
vadsim podielom pri rychlom a dostatoéne hlbokom teplotnom spade, kym po-
malé zmrazovanie sa vyznaduje len malym baktericidnym efektom. VeImi
mrazuvzdorné mikréby su maproti tomu najviac poskodzované pri extrémne
rychlom, resp. hlbokom teplotnom spade, ako to ukazuje obraz lc.
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Na vysvetlenie diferencovaného efektu zmrazovacej rychlosti v jeho korelacii
k zmrazuvzdornosti organizmu treba poukazat na zédkladny mechanizmus po-
g$kodenia bunky mrazom, ktory sa zakladid na tvorbe Tadu. Tato je podmie-
nena morfologicko-strukturalnymi vlastnostami bunky, ako aj chemizmom bun-
kove] stavy, ktorym je podmieneny jej eutekticky bod. Voda viazana na
hydrofilné koloidy alebo v koloidnom mycelu plazmy nezamrza bud vébec,
alebo len pri extrémne nizkych teplotach. Néasledkom toho nevznikd jej mi-
gracia a dehydratacia, na ktorej sa zakladaju fyzikalno-chemické procesy vy-
volavajuce posgkodenie bunky, siahajice aZ po hranicu irreverzibility. Orga-
nizmy o vy38ej mrazuvzdornosti sa vyznafuju zrejme takymi vlastnosfami.
ktoré jednak morfologicky a jednak fyziologicky zabranuju vykrystalizcii
vody, menovite tym, Ze jej hladinu metabolicky znizuju a ju fyzikdlne alebo
chemicky imobilizuju. Cim silnejsie budu tieto vizby vody, resp. adhézne sily
plazmy bakteridlnej bunky, o to vac$ie musia byt kohézne sily medzi vodnymi
dip6lmi na to, aby sa usporiadali molekuly do mriezky krystalu, t. j. o to
nizsia musi byt zmrazovacia teplota. Tato pracovna hypotéza vysvetluje nielen
uvedené vysledky, ale je aj v sulade s poznatkami nasho mnohorotného vy-
skumu pdsobenia nizkych tepldt na mikrobidlne bunky.

Fyziologicky ucdinok teplotného spadu pri zmrazovani nemoZno sledovaf
oddelene od analogickych vplyvov rozmrazovania, iba ak aplikaciou nepria-
mych postupov. Zvolili sme si diferenciatna metédu, pri ktorej sme vyhod-
nocovali ulinky zmrazovania a roéznej rychlosti v kombindacii s réznou rych-
lostou rozmrazovania. Z vysledkov tychto pokusov bol zostaveny diagram na
obraze 2, ktory ukazuje relativne rozdiely v prezivani jednotlivych druhov
testovacich organizmov, pri réznych kombindaciach rychlosti zmrazovania a
rozmrazovania. Ukazuje sa:

1. Ze po pomalom zmrazovani je u vsetkych typov testovacich organizmov
z hladiska zachovavania zivotaschopnosti najvhodnejSie pomalé rozmrazovanie.

2. Ze po rychlom zmrazovani sa prejavuje obdobny vzfah ako pod 1, i ked
je ovela menej vyrazny; pri¢om je vSeobecnym javom, Ze vplyv spéscbu
rozmrazovania je tym mensi, ¢im je mrazuvzdornost organizmu vysSia.

3. Ze po velmi rychlom zmrazovani je u¢inok rozmrazovania v opacnom
vzfahu ako pod 1 a 2, t. j. za tychto podmienok sa pomalym spdsobom roz-
mrazovania zvySuje kvéta mrazom usmrtenych buniek, kym naopak rychlym
rozmrazovanim sa zvy$uje podiel prezivajucich. Tento vztah, ktory bol za nasich
pokusov len malo a nejednoznaéne podmieneny genotypickou mrazuvzdornostou
organizmu, bol by asi byval este vyraznejsi, keby rozdiely v rychlosti rozmra-
zovania boli dosiahli extrémnejdie hodnoty. Za danych pokusnych podmienok
nebol rozdiel rychlosti rozmrazovania, najmi jpomalého rozmrazovania v dost
vyraznom protiklade k rychlosti rozmrazovania u kontroly (t. j. podla spdso-
bu C).

Vyklad pre pozorované efekty sa zaklada opdf na pohybe vody. Tento je
priamo zavisly od dlzky ¢asu poOsobenia krystaliza¢nej teploty, limitovane]
teplotnym spadom, a to tak pri zmrazovani ako aj pri rozmrazovani a v ob-
ratenej zavislosti od Strukturilne a fyziologicky podmieneného bunkového
obsahu vody schopnej migrdcie. Specificky vztah velmi rychleho zmrazovania
k rychlosti rozmrazovania, ktory sa vlastne diametralne 1isi od pomerov pri
menej rychlom teplotnom spade, mozno vysvetlift tym, Ze pohyb vody a tak
aj biologicky udinok sa ststreduje do fazy rozmrazovania a jeho rozsah bude
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podla uvedeného o to vacsi, ¢im bude cas trvania kryStalizacnej teploty dlh&i.
Naproti tomu — ako je zndme — umoZiiuje pomalé rozmrazovanie dokonalejsiu
spatnd migraciu vody vymrazenej za pomalého teplotného spadu.

Uvedenu znadmu zavislost mikrobicidného uéinku nizkych teplét od kinetiky
cyklu zmrazovania a rozmrazovania dopliuju nase vysledky v tom, Ze pouka-
zuju do akej velkej miery zasahuju vlastnosti samotnej Zivnej bunky do
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Chr. 2. Vplyv rychlosti rozmrazovania vo vztahu k rychlosti zmrazovania na kvitu
prezivanie baktérii réznej mrazuvzdornosti. Legenda: P, R, VR = rychlost zmrazo-
vania ako na obr. 1. Biele stlpce = vysledky pri rychlom rozmrazovani (spbdsob A),
srafované stipce = pomalé rozmrazovanie (sposob C). Stupnica vyjadruje percen-
tudlne odchylky (=) vztahované na kontrélu (K), ktord sa rozmrazovala podla spo-
sobu B. Testovacie organizmy Escherichia coli = E, Pseudomonas fluorescens = Ps

a Micrococcus varians =— M.

fyzikalno-chemického diania mechanizmu biologického tué¢inku chladu, a to
Specifickym spésobom za podmienok velmi rychleho zmrazovania. Nepochybne
urcéuje eSte rad dalsich c¢initefov biologicky efekt extrémne nizkych teplét,
pricom doterajie poznatky nenasved¢uju tomu, Ze sa tieto musia prejavovat
takym spdsobom ako pri pomalom zmrazovani. Vyskum pokra¢uje na objasneni
tejto otazky.

Suhrn

Porovndval sa mikrobicidny uéinok pomalého, rychleho a extrémne rychleho
zmrazovania (1, 15, 100 °C/sec), vo vztahu k réznej rychlosti rozmrazovania.
Pokusy sa robili na testovacich mikroorganizmoch ,ktoré sa vyrazne li&ili po
stranke mrazuvzdornosti a opakovali sa az 15 krat za sebou.
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Vysledky ukéazali signifikantnu zavislost nizkoteplotného Gé¢inku, limitova-
ného rychlosfou zmrazovania a rozmrazovania, od kon$titutivnej odolnosti or-
ganizmov, ako aj Specificky efekt extrémme rychleho zmrazovania v tekutom
dusiku, ktory sa zaklada na procesoch podmienenych rychlostou rozmrazovania.
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O cmenu@MecKoM eifCTBUN 3aMOPasRUBAHUA JRUTKUM 430TOM
Ha MHKPOOPraHN3MbL

Brusojsr

ABTOPHI CPAaBHAJW MUKPOOALUAHOE MAeHCTBHe MegIeHHOro, OBICTPOTO M BKCTPEMHO
GricTporo 3amopamuBanusg (1, 15 u 100 °C/cer) B OTHOIIEHMN K PasHOW CKOPOCTH PasMo-
pakuBauud. ONBITEL OB JeJaHBl HA TECT MUKDOOPTANM3MAaX, KOTOPHIE My CoGoii
OTJIMYMAINCh UYBCTBUTENALHOCTHI0 K 3aMOPAa:KMBAHUIO, I IOBTOpPIAMCL 15 pas 3a coboit.

PesynbraTsl mokasaanm IOKA3aTeNLHYI0 3aBUCHMOCTL IIM3KOTEMIIeDATypHOro meiCTBUs,
OTPAHUYEHHOTO CKOPOCTHIO BAMOPAsRMBAHWA U DPASMOPAMKNBAHNUSA, OT KOHCTUTYIIMOHHOM
YCTOHUNBOCTI OPTAHMSMOB, I TAK e MOKABAJIHN cHenunduueckuil 9QQexT sKCTpeMHO GBICTPOTO
BaMOPAKUBAHNA B RUIKOM a30Te, KOTOPHII OCHOBEIBAGTCA HA IPOlECCAX 00y CIOBICHHBIX
CKOPOCTBI0 Pa3MOPAKUBAHI .

Spezifischer Einfluss des Gefrierens mit fliissigem Stick-
stoff auf Mikroorganismen

Zusammenfassung

Der mikrobizide Einfluss einer langsam, schnell und extrem schnell verlaufenden
Abkiihlung (1, 15, 100 °C'sec) wurde unter Bezugnahme auf verschiedene Auftauge-
schwindigkeiten verglichen. Zu den Versuchen verwendete man Testorganisinen, die
sich betreffs Frostresistenz ausgepridgt unterschieden. Die Gefrierversuche wurden
bis 15 mal in der Folge wiederholt.

Die Ergebnisse zeigten eine signifikante Abhingigkeit der Kiltewirkung, dic aut
Grund der Gefrier- und Auftaugeschwindigkeit bestimmt war, von der konstitutiven
Widerstandsfihigkeit der Organismen und erbrachten auch einen Beweis fiir den
spezifischen Effekt der extrem schnellen Abkiithlung im fllissigen Stickstoff, der
jedoch von der Geschwindigkeit des Auftauprozesses abhingig ist.
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