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Po5kodenie a usmrtenie mikroorganizrnov vplyvom nizkych tep16t sa uZ sle-
dovalo v mnohfch pr6cach, ktorych vlisledky sa dajri zthrnft do poznatku, Ze
po5kodenie bunky nast6va v dase zmrazovania, podas p6sobenia chladu, pri
rozmrazovani a niekedy doznieva po5kodenie e5te aj na zadiatku obnovenia
metabolickej iinnosti. Udinok tychto dinitelov je limitovany kon5truktivnymi
a adaptivnymi vlastnostami organizmov, ich fyziologickym stavom, vyrovna-
nostou vy:zi.vy pred a po nizkoteplotnej expozicii, ako aj chemizmom prostreCia,
v ktorom. sa zmrazuje. Kornplexn;i ridinok uvedenych faktorov, ktor6 p6sobia
prostrednictvom rozmanit;ich mechanizrnov, m6 svoj odraz v Sirokej Skaie
reakcii organizmov, ktor6 siaha od irreverzibiin6ho po5kodenia po totdlnu re-
zistenciu, ako to vyplyiva zo zSverov kryobiologickej Stirdie (Arpai, 1964).
Vo svetle tejto Stridie sa javi, Ze spolodnym menovatelom, na ktorom sa za-
kladajf v5etky mechanizmy poSkodenia bunky, je pohyb a pripadn6 zrner'a
skupenstva vody, necth uZ jej migrAcia md. za n5sledok mechanick6 alebo che-
mick6 erekty. KedZe kinetiku tejto migr6cie urduje rychlost zrnrazovania, zda
sa, Ze to je z6kladnli faktor, na ktorf treba vztahovat ostat,n6 faktory pod-
mieriujrice vlislednlf ridinok zmrazovania. Pritom si zasluhuje osobitnu pozor-
nost ultrarychle zniZovanie teploty, s ktorym je spojenf pokle's pohybu vody
na mieru, ktord. znamen6 prakticky jej urstrnutie na mieste (.i:ze v amorfnom
stave. Teoreticky by sa malo lfmto vyhiiit poSkodenie bunky za precipokladu,
Ze aj devitrifik6cia preibieha tak rychlo, Ze sa neprejavuje Skodlivy vplyv
kryStalizadnej teploty. Pokusy, o ktoqich sa tu referuje, shiZili nielen preve-
rovaniu uveden6ho teoretick6ho predpokladu, ale aj na porovnSvanie bio-
logickfch ridinkov r6znej r;ichlosti zmrazovania.

Materi6l a metody

Organizmy. Kmene Escherichia coli, B a Pseudomonas Jlttorescens, ktor6
sa pouZili na pokusy, boli tie ist6 ako pri predch6dzajriciOh kryobiologickych
pr6cach, v r6mci ktorfch sa spresnili ich r,astov6 a niektor6 metabolicke cha-
rakteristiky pri nizkoteplotnej expozicli (Arpai, 1963, Arpai, LeSkov6,
L o n g a u e r o v 6, 1965); dalej sa pribral k pokusom miknokokovy kmei zara-
denj' do zbierky pod oznadenim Micrococcus uarians CCM 188, vyznadujrici sa
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tyrr', 2e jeho bunky za Standardnych kultivadnych podmienok sa nezhlukovali
do mikrokol6nii, ako aj vysokou kryorezistenciou (Arpai, 1961).

M6di5.. Zak\adna minerdlna oOda (ZMP) obsahovala:2 g KH1PO,,; 2 g
NHaH2POz,; 2 g (NHa)2SOa;0,2 g MgSO, .7H2O;0,5 g Na-citr6t; 0,01 g CaCI,;
0,005 g FeSO,, 7H2O na 1000 ml deionizovanej vody. Pri pouZiti ZIVIP ako
predexpozidnej kultivadnej pddy sa sterilne prid6vala gluk6za (0,3 0,h), ktort
sa autokl6vovala oddelene, obdobne ako aj MgSOz, . 7H2O. Uprava pH na 7,2
sa robila lirhom sodnym. ZMP sa pouZila aj ako z6kladn6 suspenzn6 m6dium
prr zfirrazovani, ako aj na riedenie, v tfchto pripadoch viak bez prisady
gluk6zS'.

Na stanovovanie podtu preZivajricich bakterii sa pouZila obohaten6 p6da
ZMP s prisadou 20 mg kvasnidnetho extraktu, dim podla skfsenosti z pred-
ch6dzajricich pr6c sa dosiahla vysokd kv6ta reaktivdcie buniek po zilrazovani
(Arpai,1964).

Kultivadn6 technika a priprava mikrobialnej
suspenzle

Po 18 hod. kul.tivdcii pri 30'C sa pouZila bakteri6lna suspenzia prisluSneho
testovacieho organizmu na Standardnf inokul6cru ZMP, v ktorej vyr6stii
kultuiry, z ni.ch sa odobral materi6l na zmrazovanie vo f6ze, ked ich opticka
hustota, merand pri 420 nm dosahovala 0,35 atbsorbancie. Ostatn6 netodicke
podmienky pripravy materidlu na zmrazovanie sa zachovali ako v uZ posledne
citovanej pr6ci.

Zrnrazovanie a rozmrazovanie

a) Velmi r;ichle zrnrazovanie sa dosiahlo tym sp6sobom, Ze sa bakte-
ridlne suspenzie (20 ml) v hlinikovycth n6dobk6ch ponorili do tekuteho dusika
v prikrytej Dewarovej nddobe (-196'C). Touto met6dou, prevzatou od S m i t h a
(1961) je zarudeny teplotny spd.d o rychlosti asi 100'C/sec.

b) Rjrchle zrnrazovanie sa robilo obdobne, pondranim materiiilu do acetono-
v6ho roztoku such6ho Iadu (-78 "C). Rlfchlost tohto sp6sobu zmrazovani.a
podla merania Packera, Ingrahama a Schera (1965) dosahovala
I ) '(-, See-

c) Pomal.emu zmrazovainiu zodpovedal ten spdsob, ktoqim sa zrnrazovalo
aj pri predch6dzajrici.ch pokusoch (Arpai, 1961), t. j.v doskovom zmtazovadi
o teptrote 

-30 
"C. V tychto pripadoch teplotny sp6d sa pohyboval okolo l.'C/sec.

A. Rlichle rozrrlrazov anie sa dosiahtro t;.im sp6sobom, Ze sa hlinikov6
nridobka zohrievala prridom teplej tekricej vody (asi 50 "C).

B. PomalSie rozrnrazovarrie sa robilo pnidom obydajnej vodovodnej vody,
ktorej teplota bola asi 11-12'C.

C. Pomalfm spdsobom sa rozrnrazovalo v'chladnidke (asi 4 "C).
Jednordzove zmrazovanie trvalo do 30 min, tesne po t'ozrnrazovani nasledo-

valo o,pdtovn6 zrnrazovanie, do sa opakovalo aZ 15 kr6t.

V:f sledky a vyhodnotenie
Vplyv ry;chlosti zmrazovannia pri 1-15 n6sohnej expozicii na odumieranie

sledovanych troch druhov bakt6rii rozdielnej odolnosti vodi mrazu, za Stan-
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dardnjrch pokusnych podmienok, pri pomalom spdsobe rozmrazovania, vypl1i-va
z graficky znSzornenych pokr.lsnych vysledkov na obrazoch 1a, 1b, 1c. Vo
v5eobecnosti. sa dajri vylhodnocovaf v tom zmysle, Ze poiet preZivajricich buniek
kles6 s podtom cyklov zrnrazovania a rozrnrazovania. Lineari.ta tohto vzfahu
sa v5ak podla naSich vfsledkov nejavi ako kon5tantnS.. Na rozdiel od prac
niektor}Tch inych autorov L(Harrison a Cerroni, 1956, Packer, In-
graham a Scher, 1965), nasveddujri naSe poktlsy tomu, Ze kv6ta odumie-
rania pri opdtovnom zmrazovani sa meni a to tak, Ze po prvom aZ tretom,
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O b r. 1. Vplyv rychlosti zmrazovania, pri jedno aZ pdtn6stn6sobnej expozicii, na pre-
i.ivanie troch druhov bakt6rii rozdielnej mrazuvzdornosti. - la : testovaci organiz-
mus EscherLchia coli, lb : Pseudomonas fluorescens (vyznadujfci sa vdd5ou mrazu-
vzdornostou), lc : Micrococcus oarians (vyznadujrici sa velkou mrazuvzdornostou).

- Oznadenie kriviek: .p : pomal6 zmrazovanie, R : rfchle zmrazovanie, VR : vel-
mi rychle zrnrazovanie. Na osi risediek poiet zmrazovacich cyklov; na osi poradnic

podet reaktivovanych buniek v ml.

pripadne aj Stvrtorn zrnrazovarri sa postupne, ale vyrazne zn\Luje baktericidny
fdinok nizkoteplotnej expozicie.

Tieto vysledky sri v zhode s predstavou o nerovnakej mrazuvzdornosti bu-
niek mikrobi6lnej popul6cie a o selekdnom idinku zrnrazovarria, nd:sledkom
ktor6ho ost6vajf v kultire bunky so zvSi5enou mrazuvzdornostou (Arpai,
1963, Arpai, Bdnhegyiov6, Gr6fov6, Longauerov6, 1965).

R;ichlost zrnrazovania ner,arstupuje vo svetle na5ich pokusnych vysledkov
ako dinitel, ktory nez|visle podmieiuje baktericidnost nizkej teploty, ale sa
javi naopak vo vyraznej zdvislosti od konStitutivnej mrazuvzdornosti organiz.-
mu. Cieleny vyber testovacich organizmov odli5nej mrazuvzdornosti umoZnil
dernon5trovat vyznamne diferenoovan6 reakcie na rychlost zmrazovania. Ako
vidiet z obrazu 1a odumierajrl bakt6rie E. coli najviac pri pomalom zrnrazovani
a najmenej pri velmi rydhlom. Podobn6 pomery sme zistili aj u infch na
zrnr:azovanie citlivfch bakt6rii v predo5llich pr6cach (A r p a i, 1961).
Nie novy je aj zSver vyplyvajrici z r4isledkov zndzornenych na obraze 1b,
podla ktor6ho psychrotolerantn6 bakt6rie Ps. fluoresceras odumierajri naj-
vddsim podielo,m pri rj'chlom a dostatodne hlbokom teplohrom sp6de, kym po-
rrtal6 zmrazovanie sa '"ryz raduje len mal;irn baktericidnfm efektom. Velmi
rnrazuvzdorn6 mikr6by sti naproti tomu najviac po5kodzovan6 pri extr6mne
r}7chlom, resp. hlbokom teplotnom spdde, ako to ukazuje obraz lc.
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Na vysvetlenie diferencovan6ho efektu zrnrazov,acej rychlosti v jeho korelAcii
k zrnrazuvzdornosti organizmu treba poukSzat na z6kladny mechanizmus po-
Skodenia bunky mrazom, ktory sa zakladd na tvorbe ladu. T5.to je podmie-
nen6 morfologicko-itrukturdlnymi vlastnostami bunky, ako aj chemizmom bun-
kovej Stavy, ktor;im je podmienenf jej eutekticky bod. Voda viazan6 na
hydrofiln6 koloidy alebo v koloidnom mycelu plazmy nezarnrzi, bud vObec.
alebo len pri extr6mne nizkych teplot6ch. Ndsledkom toho nevznik6 jej mi-
gr5cia a dehydrat6cia, na ktorej sa zakladajri fyzikSlno-chemick6 procesy vy-
vol6vajrice po5kodenie ibunky, siahajfce aZ po hranicu irreverzibility. Orga-
nizrny o vySSej rnrazuvzdornosti sa vyznadujri zrejme takfmi vlastnostami.
ktor6 jednak morfologicky a jednak fyzi.ologicky zabrairuju vykry5taliz6cii
vody, menovite tym, Ze jej hladinu metabolicky zniZujri a ju fyzikdlne alebo
chemicky imobilizujri. eim silnej5ie budri tieto vdzby vody, resp. adh6zne sily
plazmy bakteridlnej bunky, o to vdd5ie musia byt kohezne sily medzi vodnymi
dip6lmi na to, aby sa usporiadali molekuly do mrieZky kry5t61u, t. j. o to
niZii.a musi byt zrnrazovacia teplota. T6to pracovnd hypot6za vysvetluje nielen
uveden6 vysledky, ale je aj v srilade s poznatkami n65ho mnohorodn6ho vy-
skumu p6sobenia nizkycth teplOt na miknobi6lne bunky.

Fyziologicky udinok teplotn6ho sp6du pri zrnrazovani nemoZno sledovat
oddelene od analogickych vpl.yvov rozmyazovania, iba ak aplikSciou nepria-
mych postupov. Zvolili sme si diferenciadnir met6du, pri ktorej sme vyhod-
nocovali ridinky zrnrazovania a r6znej rlfchlosti v kombin6cii s rdznou rych-
los{ou roznrrazovar'ia. Z vfsledkov tychto pokusov hol zostaveny diagram na
obraze 2, ktory ukazuje relativne nozdiely v preZivani jednotliqich druhov
testovacich organizmov, pri r6znych kombin6ci6ch qichlosti zmrazovania a
rozml'azovania. Ukazuje sa:

l. Ze po pomalom zrrtrazovani je u vSetkych typov testovacich organizmov
z trladisl<a zachovdvania Zivotaschopnosti najvhodnejSie pomal6 r"ozmrazovanie.

2. Ze po rychlom ztrrazovani sa prejavuje obdobny vzfah ako pod 1, i ked
je ovela menej vyrazny; pritom je v5eobecnym javom, Ze vplyv sp6sobu
rozrnrazovania je tfm menSi, dim je mr:azuvzdornosf organizmu v)rssia.

3. Ze po velmi rfch\om zmrazovani je ridinok rozmrazovania v opainom
vztahu ako pod 1 a 2, t. j. za tfchto podmienok sa pomalym sp6soborn roz-
mrazovania zvy5uje kv6ta mrazom usmrtenli'ch buniek, kym naopak q;chlym
rozrnrazovanim sa zvy5uje podiel preZivajfcich. Tentovztah,ktoqi holzanaSich
pokusov len m61o a nejednoznadne podmieneny genotypickou mrazuvzdorno,stou
organizmu, bol by asi byval eSte vyraznejii, keby rozdiely v qichlosti rozmra-
zovania boli dosiathli extr6mnej5ie hodnoty. Za danydn pokusnych podmienok
nebol rozdiel rychlosti rozrnrazovarria, najmd pomal6ho rozmrazovania v dost
vyraznom protiklade k ryfchlosti rozmrazovania u kontroly (t. j.podl'a sp6so-
bu C).

Vljzklad pre pozorovan6 efekty sa zaklad6 opdt na pohybe vody. Tento je
priamo zdvisly od diZky dasu p6sobenia kryStalizadnej teploty, limitovanej
teplotn;i'm sp6dom, a to tak pri zmrazovani ako aj pri rozmrazovani a v cb-
r6tenej z6vislosti od Struktur6lne a fyziologicky podmienen6ho bunkov6ho
obsahu vody schopnej migrdcie. Specifick;i vztah velmi qichleho zrnrazovan\a
k rychlosti r'ozmrazovania, ktory sa vlastne diametr6lne 1i5i od pomerov pri
menej rychlom teplotnom sp6de, moZno vysvetlit lym, L,e pohyb vody a tak
aj biologickli ridinok sa sfstreduje do f6zy rozmrazovania a jeho rozsah bude
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podla uveden6ho o to vddSi, dim bude das trvania kryStalizadnej teploty dlhSi.
Naproti tomu 

- 
ako je zn6me 

- 
urnoZriuje poma16 rozrrrrazo-vanie dokonalej5iu

spdtnri migr6ciu vody vyrnrazenej za pomal6ho teplotn6ho sp6du.
Uvedenri zn|rnu zdvislosf mikrobicidn6ho ridinku nizkych tep16t od kinetiky

cyklu zmrazovania a rozrrrrazov,ania dopliuju na5e vysledky v tom, Ze pouka-
zujri do akej velkej miery zasahujri vlastnosti samotnei Zivnej bunky do

VR

E Ps l,l
C'ltr.2. Vplyv rfchlosti rozmrazovania vo vztahu k rychlosti zmrazovania na kv,jtu
preZivania bakt6rii rdznej mrazuvzdornosti. Legenda: P, R, VR : rychlost zrnrazo-
vania ako na obr. 1. .Biele stlpce : vysledky pri rfchlom roz,rntazovar.i (sp6sob A),
Srafovan6 stlpce : pomal6 rozmrazovanie (spdsob C). Stupnica vyjadruje percen-
tu6lne odchylky 1-r) vztahovan6 na kontrolu (K), ktorri sa rozmrazovala podla sp6-
sobu B. Testovacie organizrny Escherichia coli : E, Pseudomonas fluorescens : Ps

a Micrococcus uarians : M.

fyzikS.lno-chemick6ho diarnia mechanizmu biologick6ho ridinku chladu, a to
Specifickjrm sp6sobom za podmienok velmi rlichleho zmrazovania. Nepochf ibne
urduje e5te rad dal5ich dinitelov biologickf efekt extr6rnne nizkJ'dh teptOt,
pridom doteraj5ie poznatky nenasveddujri tomu, Ze sa tieto musia pr.ejavovat
takfm sp6sobom ako pri pomalorn zmrazovani. Vyskum pokraduje na objasneni
tejto ot5.zky.

Sfhrn

Porovn6val sa mikrobicidnf irdinok poma16ho, r;7ch1eho a extr6mne rfchleho
zrrlrazovanLa ,(1, 15, 100'C/sec), vo vztahu k r6znej r5;'chlosti rozmrazovania.
Pokusy sa robili na testovacich mikro'organizmoch ,ktor6 sa vyrazne liSili po
strdnke mrazuvzdornosti a opakovali sa ai, 15 kr6t za sebou.

R
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Vfsledky ukAzali signifikantnu zS,vislost nizkoteplotn6ho ridinku, limitova-
n6ho rfchlostou zmrazovania a rozrnrazovartia, od kon5titutivnej odolnosti or-
ganizmov, ako aj Specifickl!' efekt extr6mrne r1i'chletho zmrazovania v tekutom
dusiku, ktory sa zakladS. na procesoch podmienenych rychlostou rozmrazovania.
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O cu equ{rrqecnoM AerlcrBr4r4 BaMopa?fir{BaHr{fl }+{r4Anr{M aBoroNr
Ha Mr4KpOOpraHr4sMbI

Il bru o Ibr

Anroplr cpaBrirrJru uuripo6raqngrroe geircture r{eAJreHHoro, 6r,rcrporo r{ DricrpeMHo
Sucrporo Barropa?+irrRarrun (L, 15 n 100 "C/cex) B ornorrreurrll x paanoit cnopocrrr pa3Mo-
palfir{Barrrrfl. Onrrrrt 6unra ;eaausr Ha recr Mr4npoopranrl3\,rax, Horopsre ue?fiI}' co6or:i
OTJII{IIAJIIICb AIYBCTBI{TEJIbHOCTbT }i 3 MOPA'fiIIBAHIIIO, I{ IIOBTOPIIJ-IUCb 15 PAA AA CO6OT1.

Peaynrrarrr ror{aaaJrrr nona3areJrbHyro 3all{cr4lrocrr) rrlrBnoreMrreparypHoro AeftcrBr'rfl,
orpaHr4qeIIHoro cHopocTbro salroparfirrBaHrrfl r'f lla3MopaH{r.rBaHrr.fr, oT HoHcrr{TyrIrroHHor"r
ycroiiqulrocrfl opraHfiBilroB, rr raFi i+(c [oHa3aJrr.r cneqlrQlruecxuii eS{.reHr a}icrpeMHo 6rrcrporo
3arropax{rrBaHrr.rr B ?rir,rAr{orr aBore, rioToprrii ooHoBbrBaercr{ Ha rrporleccax o6yc.rroBJ-reuur,rx
criopocTbro paSNIopaTfi r4BaHr,rs.

Spezifischer Einfluss des Gefrierens mit fliissigern Stick-
stoff auf Mikroorganismen

Zusammenfassung

Der miklobizide Einfluss einer' langsam, schnell und extrem schnell r;erlaufenden
Abkiihlung (1, 15, 100 "C,'sec) wurde unter Bezugnahme auf verschiedene Auftauge-
schwindigkeiten verglichen. Zu den Versuchen verwendete man 'Iestolganisrnen, die
sich betreffs Frostresistenz ausgepliigt unterschieden. Die Gefrierversuche wurden
bis 15 mal in der Folge wiederholt.

Die Ergebnisse zeigten eine signifikante Abhdngigkeit der- Kdltewirkung, dic aut
Grund der Gefrier- und Auftaugeschwindigkeit bestimmt war, von der- konstitutiven
WiderstandsfAhigkeit der Organismen und elbrachten auch einen Beweis fijr den
spezifischen Effekt der extrem schnellen Abkiihlung im flr.issigen Stickstoff. cier
jedoch von der Geschwindigkeit des Auftauprozesses abhengig ist.
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