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Uvod

Cetné studie tepelného thynu mikreorganismi prokd-
zaly, ¥e se Ghyn vegetativiich forem mikroorganismii
fidi kinetikou prvého Fidu. Pribé&h této reakce se stu-
duje klasickymi metodami chemické kinetiky, upraveny-
mi v nékter§ch detailech pro prdci s mikroorganismy.

Uhyn mikroorganism@i se nejcast®ji méfi izotermnim
zpfisobem. Smé&s mikroorganismi se vnasi pfimo nebo
v ampulich dc l4zné zndmé teploty a po urCité dob@ se
zjisti po€et preZivajicich mikroorganismi. Experimental-
nich obmén této metody je velké mnoZstvi a podrobn
se jimi zabyvaji pfehledné prédce 1-5].

Izotermni metoda je dostatedn& pfesnd a spolehlivd,
ale jeji nevyhodou je prilisnd pracnost, nebot hodnoty
letalnich rychlosti se mé&Fi pFi riiznych teplotdch. Z vy-
sledkit mé&teni se stanovi konstanty charakteristické pro
ur€ity mikroorganismus.

ObtiZe, kieré se vyskytovaly pii studiu chemickych
reakei izotermnimi metodami, vedly k hledani rychlej-
gich zpiisobil studia zdvislosti rychlosti reakci na teplo-
t&. V minul§ch letech se v chemické kinstice rozsifily
tzv. neizctermni metody. Systédm, v n&mZ probihd neizo-
termni reakce, je vystaven plissbeni teploty po zname
teplotni kfivce a sleduje se zdvislost kencentrace nékte-
ré slozky v fase. Vhodnymi matematickymi metodami se
z jednoho nebo né&kolika mélo méFeni urfi kinetické
konstanty popisujici tuto reakei [6, 7].

Neizotermni mziody se rozsitily zejména v termogra-
vimetrii, kde vhodné experimentalni metody umoZnily
pfesné korntinudini zaznamcndvani zméa sloZeni studo-
vainého sysiému.

Také dhyn mikroerganismii se mize mérit neizoterm-
nim zplsobem, ale pouZitelnost metody sniZuji nevyheo-
dy spojené s kontinudlnim nebo ¢astym diskontinudlnim
stanovenim pieZivajicich mikroorganismi. Proto jsme vy-
pracovali novou metodu meéfeni, kterou lze dobfe apli-
kovat nejen pfii studiu chemickych, ale zejména bioche
mickych a hiologickych reakci, kde je kontinudlni sledo-
vani zmén koncentrace reagujicich sloZek ¢asto obtiZné.

Princip meicdy

Vzorek, v némZ ma piislusnd reakce probihat, se vne-
se do pFesné definovaného teplotniho pole tak, aby riiz-
né fasti vzorku ziskaly rfiznou teplotu. Po zvolené re-
akéni dobé se cchlazenim pribéh reakce zastavi a zjisti
se Kkoncentrace nékteré reagujici slozky v jednotlivych
mistech vzorku. Mezi &astmi vzorku pfitom nesmi do-
chazet k pPrenosu hmoty. Vhodn¥mi experimentalnimi
podminkami se rovndZ zajisti, aby se teplotni pole ve
vzorka ustalilo co nejd¥ive po zahdjeni reakce.

Tato meloda se miiZe riznd obméiiovat. Definovaneé
teplotni pcle se napf. vytvoff v bloku z peviého mate-
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ridlu, jehoZ konce se udrzuji na ‘konstantnich teplotdach.
¥ dobie izclovaném bloku se teplota méni linedrné se
vzddlenosti mezi ob&ma konci bloku. Nelinedrni teploi-
ni pole se vytvofi v kapalinovém vymzniku, v nBmZ ss
méni tepleta v zavislosti na délce vym&niku exponen-
cialné apod.

Vzorek se do . teplotniho pole vnasi v tenkosténnych
kovov§ch nebo sklené&nych kapildrach, v pouzdrech tvaru
tenké dastitky apod. Po ukongeni reakce se vzorek roz-
"dali na Easti, které se analyzujf oddélend, nebo se vhod-
nou metedou [napk. spektrofotometricky) promeéii zméa-
ny sloZeni v zavislosti na délce vzorku.

Probihd-li reakce v kapalné fazi, zamszi s2 pFfenosu
hmoty konvekci zvyienim viskozily kapaliny, zgelovale-
nim sysiému, nebo se kapalnou »{ napuasti vhodn§
inertai nosié (silikagel, celvléza apad.). Volbou kratkée
reakéni doby se omezi vliv difdze.

)
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Obr. 1. P¥istroj pro méreni tepelné rezistence mikroorga-
nismi
a, kovovy valec, b) reakeni komifirka, ¢) izolace, d) ohfivaci ko

mirka, e) chladici komuirka, f, o — vstup [vystup) ckladici vody,
£, 8& — vstup [vystup] ohfivaci vody, t;, &z, I3 — teploméry.

Tepelnd rezisteuce mikroorganismi se mafila v pil-
stroji pedle obr. 1. Svisle umistény, podélnZ provrtany
(d = 4 mm), hlinikovy vélec {d = 40 mm, 1 = 300 mm]}
byl zapustén deo novodurové trabky. Vodot3sné niepdiky
na koncich trubice vymezovaly chiivaci a chladici ko-
miirku. Voda z ultratermostatit U 10 (NDR], ktera cirku-
lovala komarkami, udrZovala konce valce na konstant-
nich teplotdach. Do spodni komirky se privadéla chlad-
néjsi, do horni teplejii voda. Cast valcz mezi komirka-
mi byla izolovdna p&novym polyuretanei.

Teploty ve vdlci mefily ¥ teplomBry, uioZené v §lmo
vrtanych jimkdch vyplnénych glycerinem. Pred méfenim
se otvor valce (reakéni komfirka) vyplnil glycerinem.

Po ustdleni teplot se do komiirky vkladal vzorek v skle-
néné trubitice (vaniténi pramér = 2 mm} se zatavenym
spodnim koncem. o uplynuti zvolené rea [
trubicka vyjmula a ochladila vodou z vodovedu.

organismi

OUhyn mikro
sledovéani dhy
rozmichaly v roztavené
tu 42 °C a suspenze se N3
spodni konec se
reakce se trubidky s pfidou inkubovaly v termostatu.

v agarovém gelu. PIi
plidé se mikroorganismy
> pchlazené na ts]

PF mireni Ghynu mikPoorganismi v jiném prostredi
(napt: v pafru) se ¢ veny vodny agar nebo agar
v prisluSném prost¥edi (pufru) smisil se suspenzi mikro-
organismil v takovém pomeru, vysledna sm3s obsa-

ss se nasdla do trubicek

hovala 0,5—2 % agaru, a smss
jako pfi m&feni thynu mikroorganismit v Zivné puds.
Po ukonCeni reakce a cchlazeni se vzorek po odfizn ti
zataveného konce trubidky vytSsnil (smérem ke konci
trubitky, na u#jZ plsobila vy38i teplota) vzduchem na
plotnu Zivné pidy a inkuboval v zavés§ené poloze.

Do agarové irubi€ky z Zivné pidy difundovaly Ziviny
a neusmrcené mikroorganismy rostly v mistech, ktera
byla pii reakei vystavena teplotd niZ&i, neZ je letalni
teplota.

Jednotlivim mistiim vzorku se prifadila tepleta ozna-
fen'm mista vzorku, kryjictho se s hornim okrajem
vilce (ryskou na trobiCce). Vzddlenost se , m&fila od
horniho okraje kovového vilce sm2rem dol, jednotlivym
teplom&rim pi sly vzdalenosti xi, X, X; a teploty
1y, ta, t3. V lineérnim tepletnim poli zévisi teplota na
vzdalenosti dle vztahu { = ax + b; tohoto vztahu s2
pouZilo pii vypotin teploty v jednotlivych mistech
vzorkil. 4

Ve zvolené reakéni dobg se zaznamenalo 10—20 trojic
(1, T2, t3) teplot. Teplota na teplomérech kolisala v pri-

b&éhu méf

se agar do
aby sz pfi ohievu cely agarovy sloupee nachdzel uvnitf
vilce. Vzdalenost mezi ryskou (hornim okrajem vélce}
a hornim ckrajem piidy se pfiCiiala k yzdalenosti m2re-
né od okraje eagarové trubifky pii vyhndaoccovani po-
kusu.

Z hodnot teploty se vypofetly primeéry a mztodou nej-
mensich &tverctt se urcily konstanty lincdrni zavislosti
teploty na vzdalenosti. Tabulka 1 porovndvd zméefené
hodnoty s hodnotami vypoltenymi z rovnice t = ax + b
po zp&iném dosazeni vzdalenosti Xy, Yo, X3. V nadich
pokusech bylo x; = 86 mm, x, = 153 mm, x; = 235 mm.
Udaje v tabulce potvrzuji linedrni tvar teplotniho pole
(tab.-1]);

Tabulke 1. Teploiy v mérnjch bodech piistroje [ve vzdd-
lenostech x; = 86 mm, xo = 158 mm, X3 = 235 mm)

I Primérné | Konstanty line- Vypodtené
Pokus teploty [°C] : drni zavislosti teploty [°€]
& \ 1, ‘ t, | a(“Cmm)| b(C) 5 ‘ t ‘ %
1. [ 56,50 | 54,90 | 53,49 | —0,020190 |58,194 | 54,98 | 53,45
2. 58.83 | 56,95 | 55,27 | —0,023880 |6 57,04 | 55,23
3. | 58,86 ‘ 55.85 | 52,98 | —0,039451 55,94 l 52,94
4. 59,17 | 54,92 | 50,25 | —0.059877 |f 54,83 | 50,29
5. | 62,47 | 54,75 | 46,72 | — 0.10570% 62.47 | 54,75 1 46,72
| | [

saFeni lzialaich teplot mikroorzanizmi

V piistroji pro mdfeni tepelné rezistencs mikroorga-
nismii se velmi jednoduse stanovaji letalni teploty mikro-
organismil pfl konstanini dob® ohfevu. Suspenze mikro-
nrganismii v agarovem gelu nebo p¥imo v Zivném agaru
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se vnese do teplotniho pole piislroje a po inknbaci se
odedte vzdélenost, ve které roste posledni kolonie mikro-
organismu (letdlni vzddlenost). Po dosazeni vzdalenosti
do rovnice linedriitho teplotniho pole s2 vypocte letal-
ni teplota.

PFi stanoveni letdlnich teplot se musi pfesn® specifi-
kovat podminky méfeni, jako pofateéni koncenirace
mikroorganismi, prestiedi, v nfmz jscu mikroorganismy
rozptyleny, inkubatni podminky a piida k stanoveni pis-
Zivajicich mikroorganismil, doba pisobeni teploty apod.

Pii méreni iepelngé odolnosti laktobacili a pediokokii
[izoldty z piva] se &isté kmeny mléénych bakteérii kulti-
vovaly 3 dny ([Z8°C) v tekuté pfid® MRS [8]. 0,3 mi
suspenze (107108 bunék/ml} se rozmichale v 9,7 ml pii-
dy-B— [E], se nasidla do sklen®nych trubifek, tru-
bicky se vilcii piistroje a po 15 min s2 vyjmuly a
inkuhovaly 5—6 dni pfi 28 °C. Vysledky uvddi rab. 2.
dobron reprndukovatelnost pfi opa-
kovaném mzfeni se stejnou suspenzi ml3¥nych baktéril
V&1&f rozdily mezi letdlnimi teplotami siejného kmene
pri epakoveném feni s riznymi suspenzemi, jsou
pravd3podobnd zplisobeny rozdilnymi podmnkami pii
riiznjch pokusech, napf. rozdilnou poca

ni koncentraci
mikrocreanismi, kierda se pPesn® nestanovovala, al

v (D

pouze odhadovala. Pfesto umoinily vysledky mEfzni
pFesné rezlidit jednotlivé kmeny podle jejich tepelné

cdolnosti. Letdlni tepl ne sely na velikosti nasta-
veného teplotniho spadu, nebn! mez! spadem teploty
(0,02—0,10°C mm~—!) a letdini tepletou se neprokazals
zavislost (fab. 2).

Tabulka 2. LetdIni teplofy lak
pediokoki [835, Pyq)

Pramé&rna
letalni
1 2 5} | teplota

1

Kmen Konstanty lineirn{ | Letalni teplota (°C) [
zavislosti éfeni ¢

a (°C mm-!) b (%)

21 —0,02388 |

PG R PRy

21 —0,05361 !
21 —06,10570 |

(Rl

R A

e e G g
o % th i
e ot
Rt |

o

b

[—]

—0.05988
36 | —0,06361

_teploty 51,3°C a

Hlavni adou -matody j2 urfeni letdlnich teploi
z -malého. p m3Feni, nebot nastavenim dostateénd
velkého =didu teplot mezi obdma konci pEsirajs se
letalni teplota stanovi z: jediného méfeni. U jinych znd-
sobli mafeni tepelné rezistence se letdlni teplota musi
stanpvovat zkusmo sérji m&feni, coZ j= €asové i pracov-
n8 pdarpfné. Pofdtednt koncentrace mikroorgapismi i do-
ba ohieva sg¢ mohoun snadno m sledovat vliv
téchto veli¢in na tahyn mikroorga

PguZite’npst metedy

Krom& mafeni letalnich teplot se metodou mohou FeSit
ilchy: 3

a} stancveni konstant kinetickych rovnic popisujicich
Ghyn mikroorgenismi,

b) izolace tepeln& rezistentnich kment,

¢) mé&Feni eptimilni ristové teploty mikroorganismi,

d) m&rfeni mikroorganisma s riznou tep2lnou odolnosti.

e) charakterizace kmend podle tepelné odolnosti nebo
optimalni rastcvé teploty, :

f) izolace muiantd
teplzm.

mikroorganismit indukovanych
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Zavsl, |. - Prokopova, M. PFistioj k mefeni zavislosii
dhynu mikroorganismi aa teplot®. Kvas. prim. 22, 1976,
€. 2, 5. 25—28

Clanek pcpisuje prisiroj k m&Feni zdvislosti dhynu
mikroorganisma na teplotd. Do kovového bloku, jehoZ
konc= se udrZuji na stdlych teplotach, se umisti suspen-
ze mikroorgenismfi v agarovém geln, ¢imZ riiznd mista
vzorku ziskaji riznou teplotu. Mezi tepletou a vzdalenosti
meozi konel bloku plati linedrai vztah, podle njZ se jed-
notlivym mistim vzorku pFifadi rizné taploty. Po ukon-
Zeni reakce se vzorek vyjme, nchladi a inkubuje na
vhodné Zivné puds.

Mirenim letdlnich teplot mlé&nych baktérii v Zivné
pfidd8 z vrokvaené sladiny a dalSich pfisad se pro
3 kmsny laktobacili izolovanych z piva ziskaly hodnoty
55.0°C, 55,2°C a 58,3°C a pro dva kmeny pediokokd
58,8°C. V zaveru ¢lanku se uvadejl
dal3i moZnesti pouZiti pristroje p¥i feSeni riznych dloh.

Ilfasen, $1. - Tipokonora, M.: TpuGop ans onpeaeieHasn
ZaEHCUMOCTH MEXKAY iemuepatypol M 3(heKTHBHOCTBIO
yMapuigacrks mMukpoopranusmos Kpac. npym., 22, 1976,
No 2 cTp. 25—28

Jna onpeiedcHHs 3aBHCHMOCTH MEXKAY TeMIepaTypoH
i 30O(EKTHEHOCTBIO VMEpPLLBJIEHHS MHKPOOPTaHH3MOB Obil
CKOHCTPYHPOBaH NpHOOP, HMeomHE GopMy METalIHIecKoro
f.10Ka, Ha 000MX KOHIAX KOTOPOro MOIAEPKHBAETCH MOCTO-
sinnag Temneparypa. OOGpaseu, moapepraeMblii HCIBITAHHIO
— T. €. arapoBblii Te’b C CYCHeH3ueil MHKPOOPraHH3MOB
BKJ41bIB2eTCH B NPHOO) H MOCTENEHHO HArPeBaeTCH, NpHYest
TEMNEPATYPa B PA3HBIX €ro MecTax 3aBHCHT OT PacCTOfHHA
OT HarpeThlXx KoHUOB. BBuay JuHefiHOTO XapakTepa 370
3EBHCHMOCTH MOXKHO TeMIepaTypy AJs Jao00ro oTpeska
ofpasiia To4HO pacuurarTh, [locae OKOHUAHMA MCIBLITAHHHA
ofpaszell OXJ14K71aeTcsl H NPOU3BOIWTCA HHKYDAUHsA B MUTa-
TeabHoil cpese.

Peay ipTaThl HCTBITAHHA MOJOYHOKHCJBIX N2J1049€K B Cpele
cocToallell 1#3 COPOKEHHOIO CYCAA C HYMHBIMH NpHOaBKaMH
NoKasaju, 4TO B Tpex IITAMMax MOJOYHOKHCABIX TaJjouer
H20JHPOBAHHBIX H3 NHBA BCe NAJOYKH YMEePUIBJIAIOTCH NpH
caeayiomx Temneparypax: 55,0°C, 55.2°C u 58,3°C, B 10
ppemMsl KaKk 1% ABYX ITaMMOB NEHOKOKKOB COOTBETCTBYIO-
une temnepatyps coctasaawor :51,3°C u 58,8 °C. Onuchl-
paemblii npubop MOzeT OblTh HCIOJb30BAH TNpPH pelleHHH
MHOIHX ADYIHX HCCJEI0BATe/JbCKHX 3alad.
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Savel, |. - Prokopova, M.: Instrumznt Mezasuring the Re-
Jation Between the Temperature and Death-raie oi Mi-
groorganisms. Kvas. pram. 22, 1976, No. 2, pp. 25—28.

The authers describe a new instrument which has
been developed for stuaying and measuring the relation
Leiween the temperature and death rate ol microorga-
nisms. It is essentially a metallic, massive vessel both
ends of which are maintained at constant tempsrature.
Microorgarisms to be tested are put into the instrument
as a suspension in agar gel. Dilferent parts of the
sample are therefore exposed to different temperatures.
Since there is a linear relation between the tempera-
ture of any section of the sample and its distance from
the vessel ends, it is easy to assess the effects of dis-
tance and, consequenily of various tempsraiurss. Afler
a certain dwell the sample is iaken out, cooled and
surviving microorganisms incubaied in an appropriate
medium.

The results of experiments show that the lethal tem-
peratures for three strains of lactobacilli in a medium
consisting of fermented worth with a number of ing.e-
dients are: 55,0°C, 55,2°C and 58,3 °C, whereas for two
strains of pediococci thev are different, i. e. 51,3°C and
58,8 °C. The instrument can help to solve many other
problems.

Savel, ]. - Prokopova, M.: Apparat zur Messung der
Abhiingigkeit des Absterbens der Mikroorganismen von
der Temperatur. Kvas. priim. 22, 1576, No. 2, S. 25—28.

In dem Artikel wird ein Apparat zur Messungen der
Abhingikeit des Absterbens der Mikroorganismen vo03
der Temperatur beschrieben. In einem Metallblock, des-
sen Enden auf konstaznten Temperaturen gehalten wer-
den, werden Suspensionen der Mikroorganismen in Agar-
gel untergebracht, sodaR in der Probe in verschiedenen
Stellen verschiedenc Temperaturen erzielt werden.
Zwischen der Temperafur und der Entfernung von den
Blockenden gilt eine lineare Beziehung, nach der den
einzelnen Stellen der Probe verschiedene Temperaturen
zugeordnel werden. Nach dem Ende der Reaktion wird
die Probe aus dem Apparat heravsgenommen, abgekihlt
und auf einem geeigneten Ndhrboden kultiviert.

Durch Messung der Lethaltemperaturen der Milch-
siurebakterien in einem Nihrboden aus vergérter Siib-
wiirze mit weiteren Zugaben wurden fir drei aus Bier
isolierts Lactobazillenstimme die Werte 55,0°C, 55,2°C
und 58,3°C und fir zwei Pediokokkenstimme die Tem-
peraturen 51,3°C und 58,8 °C ermittelt. Zum Schlub des
Artiksls werden weitere Moglichkeiten der Anwendung
des Apparats fir die Ldosung verschiedener Aufgaben
angefihrt



