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Fagyasztas hatasa é16 szervezetekre

I. A fagyasztas bioldgiai reverzibilitdsdnak kérdése

BALAZS OTTO

Konzerv-, Hius- és Hitdipari Kutaté Intézet, Budapest

Bevezetés

Ismeretes, hogy a megfagyott névények vagy névényi szovetek felengedésiik
utdn hizonyos esetekben elvesztik turgorukat, megharnulnak, a sejtek elpusztul-
nak. A hideg hatdsira a szervezetek &ltaldban elvesztik életképességiiket. Bz a
folyamat azonban nem mianden esetben kivetkezik be. Egyes novények, s6t hideg-
vérd allatok sejtjeiis, megfagyédsuk utdn nem mindig pusztulnak el. Ez esetben tehat
feltételezhet, hogy a hideg hatésdra a sejten beliil bekovetkez valtozas biologiailag
reverzibilis. A fagyas utdn megfigyelhets biolégiai reverzibilitas kérdése mind gya-
korlati, mind elméleti szempontbél igen lényeges. A gyakorlat szempontjabél csak
két kérdésre kivanok rdmutatni :

1. Csak kevés ndvéay tenyészideje olyan révid, hogy fejlédésének egész tar-
tama a mérsékelt éghajlat fagynélkiili idejére essék. Azoknal a névényeknél, melyek-
nél a téli fagy az aktivan milik6dd vegetativ sejteket is éri, az attelelSképességet
a megfelelden nagy fagyéllésig, azaz a megfagyds uténi biolégiai reverzibilitas
magyardzza. Ezért gazdasigi névényeink fagytiirésének vizsgilata, a fagytiir§
fajtak nemesitésének problémaéja is részben a megfagyas biolgiai reverzibilitasa-
nak kérdésére vezethetd vissza.

2. A nivényi élelmiszerek, kiilonssen a gyiimolesok fagyasztott tartésitasa-
nak tokéletesitése, ill. egyes, ilymédon még nem tartésithats gyiimalesfajiaknal e
médszer bevezetésének kérdése a sejtek fagyasztds utani biolégiai reverzibilitasa-
nak képességén mulik.

Mindkét kiragadott gyakorlati szempont azonban esak a fagyhalal mechaniz-
musénak és a biolégiai reverzibilitas kérdésének elméleti vizsgalata alapjan kozelit-
het$ meg, Ezért, bar kisérleteim a tartdsitéipar szempontjainak figyelembevételé-
vel késziiltek, a bedllitott modellkisérletek sordn kapott eredmények a sejtekben
fagyaszts hatésira bekdvetkez6 biologiai valtozdsok elméleti tisztézasara szolgal-
tatnak kisérleti anyagot. Jelenleg még nem teljesen tisztazott az a kérdés, hogy a
fagyhalal, azaz a fagyasztds utani bioldgiai irreverzibilitis kézvetlen eldidézdje
milyen folyamat lehet. Célom nem is a kérdés eldontése, hanem az volt, hogy
— elsdsorban a gyorsfagyasztdssal torténd tart6sitds szempontjait figyelembevéve
— a fagyasztds kiils§, fizikai korilményeinek valtoztatasival keressem azt a
fagyasztasi eljarast, mely mellett a biolégiai reverzibilitas megmarad. A gyors-
fagyasztassal térténd tartésitisnal u. i. nemesak az a cél, hogy a tarolt novényi
szervezeteket megévjik a mikroorganizmusok karos tevékenységétsl, hanem az is
hogy azok biologiai és élvezeti értékiikbsl a lehetd legkevesebbet veszitsenek, s
megdrizzék ill. megkdzelitsék a friss élelmiszer eredeti jellegét. A gyorsfagyasztésnal
tehat arra kell torekedni, hogy az él§ plazma fagyasztissal megviltoztatott belsd
struktiirdja az egész folyamat, tehat a lehiilés és tarolds, valamint a felengedés
alatt reverzibilis maradjon.
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A fagyhaldlt elgidéz6 tényesdk

Régebbi felfogds szerint (4 : 35. old., 10 :15. old., 11, 14 : 257, old.) a fagy-
halal kézvetlen oka a sejtek mechanikai elroncsolédasiban keresends. E felfogas
szerint a megfagyott viz kiterjed és szétszakitja a sejtfalakat, illetve a lasst meg-
fagyaskor kialakulé tikristilyok a sejtfalat atszdrjak. Ezzel magyaraztak azt a
tényt, hogy a gyorsfagyasztott névényi sejtek sériilése kisebb, mint lasst fagyasz-
taskor. A kialakulé jégkristilyok nagiysiga ugyanis a fagyasztis sebességétél
fiigg, a gyorsfagyasziasnal kialakulé szemesés jégstruktira nem tudja a sejtfalat
»atszirni«. B felfogas azonban nem mindenben helytalls. Mikroszképikus meg-
figyelések alapjan gy latszik, hogy el&szor a sejtfalakat atitaté viz fagy meg, a
jég foleg a sejtkozokben képzddik, a fagy hatasara elpusztult névények sejtfalai
épek maradnak.

Ujabb kutatdsok alapjan (4:35 old., 5, 10:13. old.) a fagyéskor felléps
fagyhalal kézvetlen oka nem a sejtfalak 4tszakitisa, hanem a protoplazma kolloid
struktfirdjanak megvaltozésa, koaguldlasa. E szerint a sejinedv a jég kifagyasa
kiizben egyre koncentraltabba vilik, s a viztelened protoplazma kolloid anyagai
irreverzibilis valtozason mennek 4t, koagulalnak. A fagyhalal eszerint mar a fagyasz-
taskor bekovetkezik, a felengedés utan tehat a protoplazma mar elpusztul, imper-
meabilitasit elveszti. Egyes névények sejtjei azonban fagy hatdsira nem mindig
pusztulnak el, felengedés utin a névények felélednek, csokkent turgoruk fokozato-
san regenerilédik. A mérsékelt fagyast kibiré névények a hémérséklet tovabbi
csokkenésekor mégis elpusztulnak. Ma ximo v szerint (7, 8, 9.) ez azért kivet-
kezik be, mert minél alacsonyabb a hémérséklet, annal tébb viz valik szilard
allapotiiva, a protoplazma még nagyobb mértékben viztelenedik, a jégkristalyok
nyomésa fokozédik, s bekévetkezik a plazma koagulalasa. Szerinte minden sejtnek
sajat viztelenedési és dsszenyomhatésagi hatdra van, amin tdl elhal, Tehét e hatar
tilhaladésa okozza a sejt haldlat, azaz a fagyhalal okdul kizarélag a viz kifagyasa
kivetkeztében a plazméaban el§alls dehidratdciét tekinti,

A fagyasstds utani biolégiai reverzibilitis kérdése

A sejtek fagyhalaladt valészinlileg nem csupan a fent emlitett, elsdsorban
mechanikus hatasok okozhatjik. Biolégiai szempontbél a tékéletes reverzibilitas
azt jelenti, hogy a lehtitott vagy megfagyott él8 szervezet a felengedés utan normalis
életmiikodését tovabb folytatja. Ez a tokéletes »biolégiai reverzibilitas« egyben
azt is jelenti, hogy a sejthen 1évé enzimek miiksdése a felengedés utan tovabbra
is organizéalt marad, s nem vilik nekrotizilé ill. autolizalé jellegtivé. A hémérséklet
csokkenése az egyes enzimek miikédését lényegesen lassitja, ami természetes, ha
meggondoljuk, hogy az enzimek miik&dése kémiai folyamat, melynek reakeis-
sebessége a homérséklet fiiggvénye. Az enzimmiikodés sebessége hiités kizben 10
C°-onként kb. felére cstkken (Van’t Hoff-féle Q,, szabily) a megfagyas pillanataban
azonban az enzimaktivitas gorbéje meredeken esik (12). Ez utobbi valtozas részben
azzal magyarazhato, hogy a kifagyas pillanataban a rendszerben fazisvaltozas
kovetkezik be, s a szilard fazis cstkkenti az enzimmiiksdés sebességét, masrészt
a prosztetikus csoportot hordozdé duzzadt fehérje reverzibilisen dehidratalédik.
Kérdéses azonban, hogy gyors fagyasztasnal, mikor az adott allapotot »hefagyaszt-
juk«, mi térténik az enzimrendszerekkel.

A hémérséklet csokkenése az enzim-lincokban szerepl§ egyes enzimekre
nem egyformén hat, igy pl. a 1égzési folyamatban résztvevd enzimek héérzékeny-
sége sem azonos, egyes enzimek miikodése még a névény fagyasztott allapotaban
sem sziinik meg teljesen (6 :97. old., 14 : 309 old., 10 : 23. old). Az enzimrendszerek
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organizilt mikoédéséhez sziikségszertien feltételezendd gsszhang tehat fagyasztas
hatasira meghomolhat. Az enzimek aktivitdsukat a fagyasztis hatdsira nem vesz-
tik el. A kataldz pl. még —20 C°-on is aktiv, egyes mikrobiologiai megfigyelések
(Csiba, Butjagin) pedig azt mutatjik, hogy a fagyhatds befejezidése utan
az enzimek mikidésének aktivitasa fokozédik (3, 4 : 41. old., 14 :782. old.). Ha
tehat tekintetbe vessziik, hogy fagy hatasara a sejtfalak sériilése nem kovetkezik
be, vagy csak legfeljebb néhény sejt pusztuldsat okozhatja, és hogy egyes esetekben
a fagyasztds reverzibilis, a sejtek fagyhaldla részben a fagyasztaskor és az utina
bekovetkezs felengedéskor megzavart, »egvensilyat vessztett« enzimrendszer
dezorganizalt miikédésének tekinthetd. Alitdmasztja ezt a felfogist az a gyakorlati
megfigyelés is, hogy széndioxid vagy inert giz-atmoszféraban fagyasztott, vagy
elgzdleg narkotikumokkal kezelt névényi szovetek a fagyasztds utdn nem, vagy
cskkentett mértékben mutatjik ugyanazokat a tiineteket (barnulas, konzisztencia
valtozas), melyek a fagyhalal jellemzdi (I, 4). E szempontok alapjan felmeriilhet
az a kérdés, hogy vajjon a plazma koagulilisa elséleges folyamat-e, azaz hogy a
sejtek fagyhalalat az enzimatikus folyamatok fagyasztids hat4sira bekiovetkezd
valtozdsa milyen mértékben befolyasolja.

Kisérletek anyaga és médszerei
A »modellkisérletek« sziikségessége

Magasabbrendi névények esetében igen nehéz az egyed fagyhalalat okozé
tényeziket részeire bontani. Nem lehet eldonteni, hogy vajjon a fagyhalal az egyes
sejtekben kiilén-kiilén lejatsz6dé dezorganizaciés folyamat, vagypedig esetleg mas,
az egyed magasabbrendd élettani tevékenységének ill. ezek egyensdlyanak meg-
bomlasa okozza-e a novény pusztulasit. Ugyanakkor egyéb kisérleti nehézségek
is fellépnek, igy pl magasabbrendd teljes névény fagyasztésa, valamint a sériilés
fokanak megéllapitdsa igen koriilményes. A novény fejlgdési stadiumanak szerepe
sem elddntdtt.

Kiemelt névényi szovetek, vagy levagott niovényrészek, pl. gyiimslesok
kisérleti vizsgalata is tobb elvi és gyakorlati akadalyba iitkézik. Ilyen elvi akadaly
pl. az, hogy a tirzstdl valé elvilasztas utdn az aktivan midksds novényrész élettani
szempontbdl sok tekintetben eltérd viselkedésii, mint a novénnyel szervesen dssze-
tiigg6.

Tlyen szempontok alapjan a fagyasztds uténi biolégiai reverzibilitas kérdésé-
nek vizsgalatdhoz egyel6re biolégiai modellekhez kellett folyamodnom. Modell-
ként elsfsorban mikroorganizmusok johetnek szamitisba. Az ugyanis, hogy a
mikréba-sejtek fagyasztds és felengedés utdn életben maradnak-e vagy sem,
kénnyen eldonthetd szaporodasuk vizsgalataval. A sejtszam alakulasdnak mérésé-
vel pedig egyben a tébbi életfontossdgi funkeidk terén bekovetkezd véaltozasokra is
kovetkeztetni lehet. A fagyasztés és az utdna kovetkezd felengedés hatdsara mutat-
koz6 61§ sejtszim-valtozas tehat a kezelés hatdsat igen jol tiikrozi, ezért ebbél a
killsnboz6 eljardsok hatdsira bekdvetkezd sejtillomany »sériilése«, valamint a
reverzibilitas »foka« mennyiségi méréssel kivethetd.

A »bioléziai modelleken«, tehat a mikréba-sejteken kapott eredményeket
természetesen nem lehet kozvetlenill a magasabbrendii szervezetekben lejatsz6dé
folyamatokra vonatkoztatni. Az igy nyert adatok csak a modellen végbemend
folyamat mechanizmusanak megvilagitdsira szolgilhatnak. A magasabbrendi
szervezetekben lejatszéds folyamatok kozvetlen tanulmanyozasara kidolgozandé
médszer azonban a modellkisérletekkel kapott eredményekre tdimaszkodhatik. E méd-
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szer valészinilleg a fagyasztott allapothan torténd légzés-intenzitds viltozasan
alapulhat. E kiilonleges feladat megold asara alkalmas, »hifunkcionalis« respiro-
métert szerkesztettem. Ez természetesern csak a biolégiai reverzibilitas lehet&ségé-
nek elddntése utan vilt indokoltta.

Kisérleteim modelljéiil Saccharomy-ces-tsrzseket valasztottam. Azok kénnyi
kezelhet§ségén kiviil ezt az a meggondolas is indokolja, hogy az élesztdk alacsony
héfokon mutatkozé viselkedésének ismerete fontos a gyorsfagyasztott tartésitas
nézGpontjabol is, mert a gyiimélessk wmikroflérajaban gyakran sok az élesztd.
Egyben az élesztével foglalkozé iparagak (bor-, szeszipar, sth.) is hasznosithatjak
az e téren szerzett tapasztalatokat,

A Eisérletek elvi elrendezése és médszerei

A gyorsfagyasztdssal torténd tartdsitis t5bb évtizedes tapasztalatai, valamint a Konzerv
His- és Hiitéipari Kutatdé Intézetben végzett ezirdnyi kisérletek és az irodalmi adatok (4, 6, 10-
12, 14, 16) azt mutatjik, hogy az élé anyag (zyiimolessk, fozelékek) fagyasztas hatdsira torténd
viltozisat féleg hirom tényezd-csoport befolyzasolja:

1. a hiités sebessége & az elért végsd hofok,

2. a fagyott allapot id§tartama és ekézben az anyag héfoka (a tarelds tartama és hifoka),

3. a felengedés ideje és médja.

Ezek hatésat kivintam tanulmanyozni a biolgiai reverzibilitas szempontjabol, Kisérleteimet
elsGsorban a kévetkezd szempontok szerint dllitottam 6ssze, ill. a kivetkezd kérdéseket kivantam
megvizsgalni :

A) Mindségi vizsgdlatok :

a) Vajjon a kivalasztott modell-sejtek €letben maradnak-e a kiilénbéz véghbmeérsekletii,
kiilonbozd sebességil fagyasztds utan,

b) A fagyasstis kiilonhozt véghBmérseklete, illetve a fagyaszias és a felengedds sebessége
miként befolyisolja a modell-sejtek életben maradasit,

¢) A megfagyasztott éleszttorzsek élethenmaraddsa fiigg-e a kiilonbozs élesztétorzsek
fajtatulajdonsagaitol, azaz hogy az élesztésejtek tmodell-szerii felhasznalisa lehetséges-e. Mas széval,
hogy a fagyasztott élesztStérzsek életbenmaraddsa nemesak egyes kiilonleges, hidegt(irs torzsek
specidlis tulajdonsaga-e,

E kérdések eldéntésére a Konzerv-, His- és Hiitdipari Kutatd Intézet élesztégyiijteményéhsl
66 kiilonbizt fajtiji élesztitorzset Petri-csészébe gntott agar-agaros malitataptalajra oltottam,
Mindegyik térzshsl 3—3 itoltdst végeztem normal platinakacesal, Harom nap mulva, miutin a
telepek mir elég nagyra fejlodtek, de még teljes kifejlédésiik el§tt, a hirom parhuzamos leoltds koziil
egy sorozatot gyorshiitéssel, sfoldatba meritve —40 C°-ra, egy sorozatot pedig ardnylag lassan,
vattaburkolattal ellitva légtérben ——20 C°-ra hiitéttem, Hiités utdn mindkét sorozatot — 20 C°-on
taroltam. Egy sorozat kontrol volt. 4-30 C°-os termosztitban. A hiitdtarolas alatt a telepek mérete
nem viltozott, fejlédés nem volt, Egy heti —20 C®-on térténé tirolas utdn mindkét hitsit sorozat-
bél néhény mintét folyékony tipoldatbha oltottam annak.eldontésére, hogy a tenyészetek élnek-e.
A tidpoldat masnapra erjedt. Tovibbi egy heti tarolas utin a tenyészeteket kiilonbizd felengedési
sebesség utdn 30 C°-os termosztitba helyeztem a felengedés utani nivekedés megfigyelésére.,

B) Mennyiségi mérés :

A kiilénboz6 fagyasztasi sebesség és az elért végsé hifok mikeént befolydsolja az éleazts-
tenyészet él§ sejtszamanak alakulisat.

A kévetkezt mddszert alkalmaztam. 700—700 ml 5%-o0s cukortartalmd malita tapoldatbha
2—2 gr siitGélesztdt szuszpendaltam. (Sacch. cerevisiae, a Meztkémia Ipartelepek V. 3. sz. anya-
élesztje.) A szuszpenzitkat igen gyorsan 100—100 ml-es részletekben 6—6 300 ml-es Erlenmeyer
lombikba mértem. Az izy kiilsnvalasztott, egyforma kezdeti-csiraszami szguszpenziok kozil 5—5-6t
killénbozt sebességgel azonnal lehitsttem, a skontrol-tenyészetekbély ugyanekkor megallapitot-
tam a kezdeti sejtszamot, A kisérletet hiromszoros ismétléssel allitottam be.

A kezelések modja a kévetkez§ volt, a tenyészetek sorszimai szerint :

1. kontrol : + 26 C°-0s termosztatban,

2, 0 C° koriil : elektromos jégszekrény tarolé teréhen,

8. —20 C°ra lassan : tébbszirés vattaszigeteléssel kérillvéve, —20 C°-o0s tarolé légterében
hiitve.

4, —20 C’-ra gyorsan ; —20 C°-0s sélébe meritéssel hiitve.

5. —40 C°-ra lassan : tGbbszords vattaszigeteléssel kiriilvave —40 C°-o0s léghfitében hiitve,

6. —48 C°-ra gyorsan: —48 C°-0s sélébe meritéssel hiitve.
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A hiitétt tenyészeteket 24 éra elteltével felengedés és tovabbtenygsatés végett |26 Co-os
termosztiatba helyeztem.

Az &l6 sejtek szdmédnak meghatédrozdsit lemezontéses szamlalasi modszerrel végeztem. E méd-
szerrel torténd sejtszamlalassal a kapott eredmények csak akkor esnek az elfogadhatd hibahatarok
kizé, ha az egy-egy higitdshol szdrmazé 3—3 ismétléshen a 10—12 ecm-es Petricsészékben fejloditt
telepek szima lehet8leg 50—400 kozdtt van. Ezért minden minta 108, 107 és 108-szoros higitasnak
3—3 ismétlésébil kozépértekeléssel kiszamolt sejtszdm hdrom parhuzamos kisérlethél &sszesitett
eredményét tekintem az €16 sejtszdm valddi értékéiil, azzal a megszoritassal, hogy a szamitdsok
alapjaul mindig azzal a higitassal kapott értéket valasztottam, ahol a megszamolt telepek szama
lehetgleg a fentemlitett hatdrok kizé esik. Sajnos €l§ sejtszdm szabatos megdllapitdsira kénnyebben
kezelhetd és pontosabb médszer nincs. Az utobb emlitett kévetelményt sem tudtam minden eset-
ben betartani, mert az eldre nem varhaté alacsony sejtszimok esetén a legalacsonyabb felhasznslt
higitis is 50-nél kevesebb telepet mutatott, ez azonban nem okoz Atlagosnal nagyobb hibat, Szoka-
s0s modon a sejtszim értékeit logaritmusban adom meg, ezek maximalis ingadozésa atlag + 0,1,
A kisérleti adatok értékelésének, valamint az egyes mintdk sejtszam-értékei ingadozasanak bemu-
tatasira az 1. sz. tdblizat szolgdl, mely a »kontrol-tenyészet« sejtszdm valtozdsinak részletes
adatait tartalmazza.

Ta. tabldzat
A fejlodési gorbe alapjaul szolgilé €l sejtszim értékeinek
meghatirozisa a 26 C°-on térolt kontroltenyészetekben

la) @

~§ " Leolvasott sejtszamok kozépértékei

] higitas 106 | bagitas 107 ! higiths 108

1. 28 29 24 4 — 0

2. 64 54 T4 6 ) 1

. 532 501 515 57 50 62 12 8 12
4. 817 1786 767 89 93 85 14 24 18
5. [} [os] o 95 95 100 16 12 18
6. o0 w0 wo | 135 140 145 20 19 17
7. w0 @ w | 127 117 100 9 15 14

1b., tabldzat

A fejlédési girbe alapjaul szolgals ¢€l6 sejtszdm logaritmus értékeinek alakuldsa

m ®) @

-cEn Leolvasott sejtszamértékek logaritmusai Ertékelhet§ (5) F
& sejlszdm Maximalis
W 1. ecsoport I 2. csoport l 8. csoport log. k. & hube
1. 745 146 1,38 | 7,60 — 7,6 | 8,00 — —_ 7,4 + 0,04
2. 781 7,73 7,87 | 7,78 7,84 17,78 | — 8,00 8,30 7,8 =+ 0,07
3. 8,72~ 8,70 8,71 | 8,75 8,70 8,80 9,08 884 9,08 8,7 + 0,01
4. 891 8,89 889|894 899 893|915 938 925 8,9 + 0,1
5. o0 w0 w0 8,98 8,98 9,00 9,20 9,08 9,25 9.0 + 0,02
6. 0 o0 0 9,13 9,15 9,16 | 9,30 9,28 9,23 9,1 4+ 0.05
1. w o oo |90 9,07 900|880 895 8090 9.1 4+ 0,05

Az la. tablazat a Kkiilsnbszé higitdsoknal talalt telepek szamait mutatja, 3—3 ismétlés
kiozépértékében. Az lb. e szamok két érték pontossaggal szdamolt logaritmusait valamint a
fent ismertetett elv szerint szdmolt értékelhetd logaritmus-sejtszam értékeket tartalmazza, mig
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az utols hasab az értékek legnagyobb ingadozdsit mutatja, Lithaté tehdt, hogy a fejlédési
giirbe megrajzolasindl alapul vett logaritmikus Gxtek elsd tizedese még kell§ biztonsdggal megad-
haté.

Kisérleteim kiegészitésére magasabbrendii, fejlédéshen 1évé szervezetek fagyasztas utdni
bioldgiai reverzibilitisit  tanulmanyeztam, mijkroszkép alatt fagyasztott halembrié viscl-
kedésén.

A fagyasztds kilonbszd végsd hifoka és a fagyassids, valamint a Selengedés
sebességeinek hatdsa élessts tenyészetek Grids-telepeinek alakuldsdra

A min6ségi megfigyelések eredményei egybehangzéan azt mutatjik, hogy az
élesztdtorzsek mind kibirjak a fagyasztas hatasat, a telepek nem pusztulnak el,
barmilyen volt is a fagyasztas, ill. a felen gedés sebessége. Erdekes azonban, hogy a
telepek 30 C°-on tirténd tovabbfejlédése sugar irdnyi, nem témér, mint ahogy az a
kontrol megfelel§ kord telepein lathaté. A=z 1, abran néhany telep felvételét muta-
tom be. ;5

2

7 7

a b
1. dbra
Kiilénféle fajtaji éleszid oridstelepek. a) fagyasatott, b) azonos fajtaju és korid kontrol. 1-, 2, &s
3.: —20 C°ra; 4,5, 6. és T.: —d40 (P-ra tortént fagyasztas utan

Az a)-val jelzett dbrik a fagyasztott, a b J-vel jelzettek az azonos fajtaja
kontrol-telepek képét mutatjik. A felvételek idején a fagyasztott és kontrol-
tenyészetek — a fagyasztott kultirak tarolasi idejének levonasaval — azonos
koritak. Szabalyos, témor tovabb-névekedést a 66 fajta koziil mindossze néhiny
gyorsan hiitétt és felengedett fajtanal taldltam, de ez nem &ltaldnosithaté.
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A telepek sugdrirdnyd tovabbnovekedése valészintleg azzal magyardzhatd,
hogy agar-agaros taptalajbél alacsony hdmérsékleten a viz kifagy s kristalyos, jég-
virdgszerd strukturdt mutat. A jégkristdlyok mentén a téptalaj cukorkoncent-
raciéja megviltozik s ez jelentkezhet a telepek felengedés utani sugarirdnyi sza-
porodasaban.

E tajékozéds jellegli megfigyelések tehdt azt mutatjik, hogy mind a 66
feliileten tenyésztett élesztdfajta a fagyasztds utdn tovdbb tudott szaporodni,
a fagyasztast tehat a sejtek tilélték. Az eredménybél lathaté egyben az is, hogy az
glesztitorzsek fagytlirése nem fajtatulajdonség.

A fagyasztds kiilonbzo sebessége és az elért végso héfok hatdsa éleszti-tenyészetek 616
sejtszdmdnek alakuldsdra

Fent ismertetett kvalitativ megfigyelések szeriat az élesztf-tenyészetek a
fagyasztés hatdsat fajtatel fuggetleniil talélik. A fagyasztshatasira bekovetkezd
biolégiai folyamatok vizsgilatira azonban a tenyészetek fejlédési gorbéjében
mutatkozé véltozasok tagabb kévetkeztetésekre is alapot szolgéltatnak.

A kiilsnbozé modokon fagyasztott tenyészetek logaritmusban megadott
scjtszdm-értékeinek idSbeli alakuldsit mutatja a kisérlet tényleges elrendezése
szerint a 2. dbra.

log. .

Seifszam
g. 0 -
a8 s
86+

841 [
&2z I! ‘/

g0 f
/
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Q

uton
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73 7 71 1S 24 27,30 34 38 41 48 57 76
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2. dbra ‘

A Liilénboz6 modokon kezelt éleszt8tenyészetek fejlédési gorbéinek idébeli alakuldsa a kisér-
let tényleges elrendezése szerint 1: kontrol; 2:0 C° kériil; 3: —20 C°-ra lassan hiitve; 4:
—30 C°-ra gyorsan hiitve; 5: —40 C°ra lassan hifitve; 6 : —48 C%ra gyorsan hiitve

A 2. abrabél lathaté, hogy a kontrol és a 0 C° kériili hémérsékleten tarolt
tenyészetek sejtszdmét az alap-szuszpenzié elkészitésétsl kezdve, a fagyasztot-
takat pedig 24 6ra elteltével 426 C°-os termosztitban megtortént felengedésiik
utén szdmlaltam. Ezeknél tehat az elsd mintdk sejtszdm értékei a +10 C°-ra felen-
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gedett allapotot mutatjak. A fagyott tenyészeteket kozvetleniill 26 C°-0s ter-
mosztitba tettem felengedés végett, s a szamlilas befejeztéig ebben tartottam.
A 3. dbra a tenyészetek héfokdnak valt ozisat szemlélteti.

Az adatok alapjan a kévetkezd megfigyelések teheték :

0 C° koriili hémérsékleten — ahol a tenyészet nem fagyott meg, a sejiszdm
viltozasa tehat kozben is figyelhetd — a héfok csokkenése ellenére is a sejtszdm
eleinte emelked tendencidji, majd siill yedni kezd. Kb. 10 éra folyamén a csira-
szam atlag 1 nagysagrenddel emelkedik, s a 27. érara megkizelitleg ismét eléri
a kezdeti sejtszdm értékét, maximumot tehat 10 6ra multan mutat. 26 C°-os
termosztitban a sejtszam e jellegzetes visszaesés utan éri el a tdpoldat kierjedését
jelzd végsd sejtszam értékét. A 0 C° koriili hmérskleten a sejtek tehat pusztulnak,

A fagyasztott tenyészetekb@l, a megszilardult tépoldatokbsl a hiités tar-
tama alatt mintit venni nem tudtam, a sejtszadm alakuldsa tehat nem kivethets,
igy a hiités alatt lejatsz6dé folyamatokra csak a felengedés utan mért kezdeti

/og !
CSIraszom
Lo

7o 7 75 Za 8
org
3. dbra 4. dbra
A kiilénbozé médokon kezelt élesztitenyé- A kontrol és a —48 C°ra gyorsan fagyasztott
szetek h6fokinak alakuldsa a kisérlet folyaman élesztGtenyészet fejlfdési girbeinek bssze-
(a gorbék jelolését lasd 2. ahra) hasonlitésa

sejtszambél lehet kovetkeztetni. Feltételezhetd, hogy a gyorsfagyasztis folyaman
és az azt kovetd tarolds alatt sem valtozik a sejtszédm. Bzt mutatja az ardnylag gyor-
san fagyasztott 4., 5. és 6. szdmd mintdk, melyek sejtszdma a felengedés utan a
kezdeti sejtszdmtél alig mutat eltérést. A —20 C°.ra lassan hdtstt tenyészet (3. sz.
minta) fejlédési girbéje azonban a felengedés utin a 0 C°-on tarolt tenyészet hiités
alatti maximalis értékét mutatja, ebbél tehat az kivetkeztethetd, hogy a lassii
hiitési folyamat alatt a tenyészet még szaporodhatott. F elengedés ut4n azonban
igen rovid id8 alatt a sejtszam értéke a 0 C°-on tdrolt minta értékével majdnem azo-
nos értékre esik és nagyjibol a tovabbiakban is azzal azonos lefutisii.

A —20 C°ra gyorsan (4. sz. minta), a —40 C°-ra lassan (5. sz. minta) és a
—48 C°ra igen gyorsan (6. sz. minta) fagyasztott tenyészetek felengedés utani
sejtszdma kb. azonos alacsony értéken marad, mint a fagyasatés elgtti 616 sejtszdm.
A megfagyas el6tt tehdt észrevehetd sejtszim-gyarapodis nem mutatkozott.
A —20 C’ra gyorsan és a —40 C°ra lassan fagyasztott tenyészetek (4—5. sz.
minta) sejtszdma eleinte igen gyors névekedést mutat, de a végsd sejtszam elérése
elétt ezek sejtszdmai is alacsony értékre, majdnem a fagyasztas el§tti értékre esnek
s e minimum-értékrél tovabb szaporodva érik el a végsd sejtszamort.
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Igen érdekesen alakul a —48 C°-ra gyorsan fagyasztott tenyészetek fejlédési
gorbéje. A gyorsan fagyasztott tenyészetek sejtszim-értékeinek valtozdsa ugyanis,
mint az a 4. Abran egymas mellé helyezett gorbékbél is 1athats, a nem fagyasztott
kontroltenyészet értékeivel majdnem parhuzamosan halad. Eltérés mindéssze
abban mutatkozik, hogy a logaritmikus szakasz valamivel révidebb, a tenyészet
karosodasa tehit leginkabb a sarjadzas intenzitasinak sebességében mutatkozik.
Az 616 sejtszam valtozasa allandéan emelkedik, visszaesés — a masként fagyasztott
tenyészetek fejlédési gorbéitdl eltérfen — nem lathats.

A gyorsan, alacsony végsd héfokra hiitstt tenyészettsl eltekintve tehat az
osszes tobbi kezelt tenyészet a felengedés utan a kezdetben kialakulé magasabb
sejtszamrél visszaesik és csak a szaporodasi gorbe tovabbi szakaszan alakul tobbé-
kevésbbé szabalyos lefutisiva. A fagy hatasara tehat e tenyészetekben a »bioldgiai
karosodas« igen valészin, bar a sejtek nem pusztulnak el kozvetleniil a fagy hata-
sara. Megjegyzendd, hogy a karosodas viszonylag magasabb héfokra lassan hiitétt,
tehat a —20 C°-ra lassan fagyasztott és a 0 C° hdmérsékleten tartott tenyészetek
esetében a legnagyobb. Ez megerésiti azt az irodalmi adatot (pl. Csisztjakov),
mely szerint a 0 C° koriili hémérséklet a mikroorganizmusokra igen karos (3,; 4:
42. oldal). -

Fejlédé halikrakkal végzett kisérletek

A Dbiolégiai reverzibilitis kérdésének vizsgilatdra kisérleteket végeztem
magasabbrendii, differencidlt, fejlédésben 1év6 szervezetekkel is. E kisérletek
elvégzésére igen j6 anyagnak bizonyult a fejlédésben 16v§ halamebrié. A magasabb-
rendii szervezetek kozil tudvalevGen a hidegvériiek, de kiilonésen a halak leg-
ellenallobbak a fagyasztas kéros hatasinak. Igy pl. Plank kinai pontyot, Kubanyi
virosszarnyd koncsért fagyasziott s a halak fagyaszids wutén vizbe téve tovabb
éltek (13). A kisérleteimet méretei folytidn kénnyen kezelhetd csukaikrikkal végez-
tem. A kisérleti anyagot az Allattenyésztési Kutaté Intézet Haltenyésztési Osz-
talyarsl Voinarovits Elek boesatotta rendelkezésemre.

Els8 kisérleteimet megtermékenyitett, 4—5 napja fejlédd csukaikriakkal végeztem. Az ikra-
kat vizben vagy viz nélkiil kémcsSben kiilonb6z6 médokon fagyasztottam. Néhdny napos térolds
utin felengedve, a megfagyott ikrik kézil egy sem volt életképes. Az ikrik dsszeestek, fehérjéjiik
koagulilt, a kérnyezd viz nyalkis, zavaros lett, Kémes@ben torténs fagyasztas esetén az alkalmazott
hiitési kiriilmények mellett az ikrak fagy hatédsara elpusztulnak,

A fagyasztis kozben végbement valtozds figyelemmel kisérése végett kikelés eldtti, teljesen
fejlett embriékkal végeztem tovabbi kisérleteimet, A csukaembrisk kb. 14—15 napos korukban
annyira fejlettek, hogy az ikrikon beliil az embridk jol lithatdk, szivmikddésiik litktetése is figyel-
hetd, tehat a fagyasztis és az azt kivetd felengedés hatdsara bekovetkezd valtozdsok a szivmiikodés
viselkedésén tanulmanyozhaték. Az 5. dbra ilyen fejlédési stadiumaban 18v6 csukaembrifkrdl
késziilt felvétel,

Az embriok szive normalis életkériilményeik kozott percenként atlag 150-szer pulzal.

Megfigyeléseimet fagyasztd-asztallal ellitott mikroszkoppal végeztem. Az ikrakat vékonyabb
vagy vastagabb iiveglapokon keresztiil CO,-vel fagyasatottam. Egy-egy latotérben atlag 5—8 ikra
volt. A megfigyeléseket 10—10, a hig séoldatban torténd fagyasztds esetén 25-szirés ismétléssel
végeztem.

Vizben lassan fagyasztva az embridk szivmiikédése egyre csdkken, 0 C° koriil
teljesen megill. A megfagyas pillanatdban az egész ikra elveszti atlitszé jellegét,
opilos gomb lathaté csupan. Felengedés utdn is opalos marad, nem életképes.

Lasst fagyasztasnal az embriék megrazkédnak, szivmikodésiik egyre lassul,
de szemmel lathatéan névekszik a pulzalds amplitudéja. Megfagyds elStti elsé
randuldsnal (hideg-inger) a hiités folyamatat megsziintetve +20 C°-0s vizben
szivmiikddésiik ismét rendes lesz. Az elsé hideg-inger utén tovabb fagyasztva az
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embrik még néhanyszor ssszerdzkédnak. A megfagyss elétti pillanatban szfv-
miikddésiik teljesen megéll. +-20 C°-0s vizbe téve elsé percben hullamerevek, érin-
tésre, mozgatasra nem reagilnak. Kb. 3—4 perc mulva szivmiiksdésiik ismét meg-
indul, Az embridk alakja épen marad, csak a kiils§ burok veszit rugalmassagibal.
Késébb a kiilsd burok teljesen dsszeesik, turgorit elveszti, az embriék 6sszehtizédnak.
Ilyenkor szivmikodésilk még rendes, csak lasstibb, mint a fagyasztas nélkiilieké,
percenként kb. 100. Néhany perc mulva a szivmiikédés mindinkabb lassudik, s az
embridk farki résziiktél kiindulva opélosodni kezdenek és ahogy ez a szivet eléni,
elpusztulnak.

Fenticknél sokkal jobb eredményt mutat a 0,85%-o0s konyhaséoldatban
torténd gyors fagyasztas. A hig soldatba helyezett embrisk szivmikodése még
orak multdn is normélis. A kiils§ burok turgora kissé csokken. Az embrick érig-
tésre nem reagilnak. Fagyasztas alatt az embriék nem mozognak, csak szivmiiki-
désiik csokken, majd megsziinik. A sGoldat gyors megfagydsa utén (alacsony
végsé héfokon) az ikrdk teljesen datlatszéak maradnak. Az atlag 5 percig fagyasztott

5. dbra Foté : Vojnarovits E,
14—15 napos halembrié mikroszképos képe

allapotban tartott ikrdk gyors felengedése utdn 20 C°-on a megfagyasztott
embrié nagyobb szima (tébb mint 100 egyed) életben maradt, csak néhény
— lathatéan sérilt — pusztult el. Szivintikédésiik 2 perc mulva megindult és révid
id¢ alatt normélissa wvalt, illetve kissé gyorsult (kb. 160 percenként). A kiils§
burok turgora csékkent. A fagyasztott ikrik 3 6ra mulva is éliek, bar az egyedek
szivmiikodése aritmiassa valt, ennek oka azonban valdsziniileg leveg6hiany.
Id&sebb csuka-embriskkal végzett mikroszképos megfigyeléseim tehat azt
mutatjik, hogy a hig sdoldatban igen gyorsan alacsony héfokra hitstt és kell§
sebességgel felengedett egyedek nagyobb szdma a fagyasztist kovetd felengedés
utdn életben maradt, azaz w»hbiolégiailag reverzibilisen« viselkedett, A fagyas
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kovetkeztében szilkségszertien elgallé valtozds a szivmiikédés teljes megsziinése
alapjan megfigyelhet§ volt. Néhdny egyed azonban optimalis hiitési és felengedési
koriilmények kozott is — részben ismeretlen okb6l — elpusztult. A folyamat
mennyiségi értékelése még nem allt médomban. A séoldat szerepe még nem kellgen
tisztazott, Valészinid, hogy a hiités sebességének fokozdsa mellett a séoldat hatisira
az ikra burkanak turgora is valtozik, ami a reverzibilis fagyasztasra elényés.
E kérdésre vonatkozd vizsgalataimat a kévetkez§ tenyészévben folytatom.

A kisérletekbho! vonhaté kovetkeztetések

Az ismertetett kisérletek is igazoljdk, hogy a megfeleléen alkalmazott
fagvasztas hatdsara az él6 sejt nem pusztul el. Pusztédn kiilsé kériilmények meg-
felel§ valtoztatasival a »biol6giai reverzibilitds« fenntarthaté. A kozolt kisérleti
eredmények, valamint a gyorsfagyaszté ipar gyakorlata egybehangzoan azt mutat-
jak, hogy a biolégiai reverzibilitas, azaz a sejtek legkisebb karosodasa a lehetd
leggyorsabb, minél alacsonyabb végsd héfokra torténd lehiitésnél kivetkezik be.

A sejtek pusztulasanak, illetve életbenmaradasanak, azaz biolégiai rever-
zibilitasdnak kérdése igen osszetett. Mint az ikrikkal végzett kisérletek is meg-
mutatjak, nem hagyhaté figyelmen kiviil a sejtek mechanikai sériilése sem. Igen
lényeges szerepe van a megfagyds kozben a plazméaban sziikségszeriien fellépd
hidrataciés véltozdscknak is, a sejtek pusztulisakor bekévetkez§ plazma-koagula-
l4s azonban nem elsGlegesen a fagy hatisara létrejovs jelenség. A sejtek fagyhaléla
esetén létrejovs koagulalds tehat inkabb méasodlagos folyamat. Mint mar a bevezet§-
ben is emlitettem, a fagyhaldl utan megfigyelhetd koagulacié sokkal inkabb enzi-
matikus folyamatokra vezethet§ vissza, mint ahogyan arra mar az irodalomban is
tobben utaltak (4:44. old., 15). Az irodalom a koagulalasi, dehidratalasi folyamatok
mellett azonban csak az egyes enzimek aktivitisinak cstkkenésérdl tesz emlitést,
és nem tulajdonit kell§ szerepet az enzimrendszerek organizalt mikédésének sziik-
ségszerli megzavardsibél szirmazé irreverzibilis valtozasokhoz vezet§ folyama-
toknak.

A sejtek pusztuldsa ezek szerint nem kézvetleniil a megfagyis tényének
kovetkezménye. A megfagyést a sejtek tilélhetik, mint az éleszté-tenyészetekuél
megfigyelhetd, sGt lassi lehiités esetén a sejtgyarapodas egy ideig még folytatéd-
hat. A —20 C°-ra gyorsan, a —40 C°-ra lassan, ill. —48 C°-ra gyorsan fagyasztott
tenyészetek felengedés utdn mért éldsejtszam értéke a fagyasztas eltti €16 sejtszam-
mal j6 kozelitéssel megegyezik. A felengedés utdn mért fejlédési gorbék azonban a
hiités médja szerint valtozé képet mutatnak. A fejlddési szakasz minden esetben
megnytlik, A —20 C°ra gyorsan, ill. a —40 C°ra lassan hitott tenyészetek €16
sejtszdma eleinte rohamosan emelkedik, de ezutdn a visszaes§ fejlédési gorbe szerint
igen sok scjt elpusztul és csak ezutdn kézelitik meg a gorbe szabalyos menetét.
Ez minden bizonnyal azt jelenti, hogy bar a sejtek nem pusztulnak el, a viszonylag
kevésbbé alacsony végsd hémérsékletli (—20 C°), ill. lassi hdtés esetén, nagyré-
szilk olyan belsé, az enzimek organizalt mikodését érinté valtozast szenved, hogy
valésziniileg sem énmaguk, sem utddaik nagy része nem marad huzamosabb ideig
életképes. E »beteg« sejtek elpusztulasa és a tenyészet »regeneralédasax tehat id6t
vesz igénybe s ezalatt a fejlédési gorbe ingadozast mutat.

Mi lehet azonban a bels§ véltozas? Feleletet ad erre a 0 C°-on tartott és a
—20 C°ra lassan fagyasztott tenyészetek értékelése, A 0 C°-on tartott tenyészet
sejtszdma kezdeti emelkedés utdn mar a hiités kizben csokken. Ez is azt mutatja,
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hogy a sejtekben bels§ viltozis tértént. 0 C°-on a tenyészet nem fagyott meg,
jégkristaly okozta mechanikus sejtfal elroncsolédds vagy dehidratalédas tehat
nem okozhatta a sejtek kdzvetlen pusztulisit. Ebben az esetben a pusztulast
okoz6 véltozas kizarélag a sejtek belss életfolyamataiban lehetséges és ez elsé-
sorban enzimatikus véltozis lehet. E kisérlet is viligosan mutatja, hogy a fagyhalal
egyik tényezdje a fagyasztissal megzavart enzimrendszer. leszt-tenyészet
esetében nem donthetd el, hogy vajjon az eredetileg hiitott sejtek pusztultak el
vagy csak az utédok vilnak életképtelenné. Kizérolag a sejiszém csskkendse
regisztralhaté. A plazma koagulildsa tehat a dezorganizacis felé hajlé enzimmiks-
dés kivetkezménye lehet. Igen j6 példa erre a viz nélkiil fagyasztott halikrikon
tapasztalt jelenség, mikor a felengedés wtdn az embrié szivmikodése megindul, a
szervezet elsd pillanatban biolégiailag reverzibilisen viselkedik, mégis, a szivtsl
tavolabb esd helyeken elinduld, a sziv felé tarté ardnylag lassii folyamat hatasira
a sejtek plazméja koagulal és pusztuldsdt eredményezi. E viszonylag lasst koagu-
lalasi folyamat inkdbb a dezorganizidlodott enzimmiikédés hatasira vezethetd
vissza, mint a dehidrataci6s koagulildsi folyamatra. Ut6bbi esetében wu. i. nem a
felengedés uténi elég hosszit id§ elteltével kévetkezett volna be a koagulalas, ha-
nem azonnal. Valészintileg hasonlé folyamnat jatszédhatott le a 0 C°-on tartott
éleszi6-tenyészet sejtjeiben is.

Miért nem kévetkezik be az ilyen természetdi fagyhalal a hidegebb végss
hémérsékletre hiitbtt szervezeteknél? Erre a kérdésre ad valaszt a —20 C°-ra lassan
fagyasztott élesztStenyészetek sejtszim é&rtékeinek alakuldsa. A lassd hiités alatt
— mint az a 0 C%-on tartott tenyészetnél lathaté — az éleszt§-tenyészet sejtszama
még emelkedhet. Ez a —20 C°-ra lassan fagyasztott tenyészeteknél is bekovetkezett.
Mihelyt azonban a tenyészetek héfoka olyan alacsony, hogy vagy a teljes sejt-
dlloméany vagy annak viztartalma megfagy, a szilard allapotba keriils »befagyott«
rendszerben az enzimek akdr organizalt, akar dezorganizicié felé tarté mitkodése
nagymértékben lelassul, ill. megsziinik s a »befagyott rendszernek ideje sines«
a koaguliciéra, kovetkezésképen a sejtek a fagyasztds tartalma alatt életben
maradnak. Felengedés utdn azonban a megkezdéditt enzimatikus folyamat most
mar rohamosan lejatszédhat, a bomlott emzim-egyensiilyt sejtek gyorsan elpusz-
tulnak. Ezt mutatja a —20 C°-ra lassan fagyasztott tenyészet felengedés utdni
fejlédési gorbéje, ahol a sejtszam logaritmusa az elsé 3 éraban egy teljes nagysag-
renddel csokkent. (Kérdéses, hogy a minimum nem esik-e a 3 éras idSintervallum
kozé.) A folyamatot valésziniileg még el@segiti a lasst fagyasztas esetében foko-
zottabban jelentkez§ mechanikus sériilés (jégkristalyok, jégnyomas stb.) folytan
elgalls sejtpusztulds is. E szemlélet alapjan tehdt a fagyhalil egyik tényezdje a
mechanikai sériilés és a dehidratécié mellett a megfagyas folytan kiilonbozé belss
okokbdl egyensilyaban megbomlott enzimrendszer, mely lassii fagyas esetében még a
szilard fézis kialakulasa elGtt is igen nagyfokii belsé véltozast okozhat. Gyorsabb
megfagydsnil ez a viltozds a gyorsabban kialakulé szilird fazis (»befagyés«)
kovetkeztében kisebb. A fagyott sejt pusztulasa nem sziikségszerii, az fagyasz-
tott éllapothban — valtozott hidratburok és enzimaktivitis mellett is — élethen
maradhat. A megfigyelhet§ fagyhalil ezek szeriut inkabb a felengedés utan, ill.
a felengedés altalaban lassi folyamata alatt kévetkezik be. Normalis kiriilmények
kgzstt a hbatadas (hpenetricid) folyamata kovetkeztében sziikségszertien lassi fel-
engedés alatt u.i. a lassti hiitéssel ellentétes, de azzal egyenértéki folyamatok lejat-
szodéséra elegendd id§ van. Lasst felengedéskor az enzimek aktivitisanak regene-
ralédasa enzimenként, szakaszosan ugyanigy torténik, mint lassii hiités esetén, a
szabalyos dsszhangban 1év§ enzim-rendszer miikédési hoptimumat csak arinylag
hosszi id6 utdn érheti el. Addig azonban az enzimfolyamatok a dezorganizacié



AGROKEMIA ES TALAJTAN Tom. 2, No. 4. 365

felé tartanak s kérdéses, hogy a sejt élethen maradhat-e. A lassii felengedés tehat
ugyaniligy eredményezhet irreverzibilis valtozasokat, mint a lasst hiités. A fa-
gyds utani biolégiai reverzibilitds, azaz a sejt fagyhalalanak kérdése a felenge-
dés sebességétdl is legaldbb olyan mértékben fiigg, mint afagyasztas sebességétsl.

Miben mutatkozik a fagyasztis végsG hdmérsékletének szerepe? Mint azt az
éleszt§-tenyészetek fagyasztas utani fejlédési gorbéi is mutatjdk, a —48 C°ra
gyorsan fagyasztolt tenyészet szenvedte a kontrolhoz viszonyitott legkisebb karo-
soddst. Sejtszadm értékei csbkkenést nem mutatnak. Bar az alacsony végsé héfok
tobb védelmet nyijt a fagyott szervezeteknek a fagyott allapotban esetleg mégis
jelentkez6 bels8 atalakulasok ellen (alacsonyabb héfokon a sejtek befagyasztott alla-
pota jobban érvényesiil), ez azonban egymagéban nem elég. A —40 C°-ra lassan hi-
tott éleszt8-tenyészet felengedés utani fejlédési girbéje alig tér el a —20 C°-ra gyor-
san fagyasztottétol. Tehét az alacsony végss hofok is a fagyasztds sebességét noveli,
Lasst felengedéskor az alacsony héfokra térténé gyors fagyasztas elényeinek nagy
része elvész.

A fagyhaldl okainak, ill. a bioldgiai reverzibilitas vizsgilata azonban egyol-
dald lenne, ha nem vennénk tekintetbe a szervezet kiils§ és belsd {molekularis
és kolloid) strukturajanak valtozasit. A fagyasztds — akar lassi, akar gyors, akir
alacsonyabb, akér magasabb véghémérsékletii — mindig egyidejd részleges dehidra-
taldssal jar. A kialakulé jégkristdlyok és azok révén el§allé nyomas a strukturat
nagymértékben befolydsolja. Igen gyors és —50 C°-nal alacsonyabb hijtési vég-
h&mérséklet esetén, amint az pl. a halikrdkkal végzett kisérletek esetében is tor-
tént, az ikrak kiils§ strukturdja a fagyasztas utn is alig valtozott. Az embrié és a
kiils§ burok, ill. annak folyadéktartalma attetsz6 maradt, pedig az ikra meg-
fagyott, a Szivmikddés megillt. A rikiovetkezd gyors felengedés utdn az ikra
strukturajdban valtozis nem volt megfigyelhets s a meginduls és sokaig valtozat-
lanul megmaradé szivmikédés azt mutatta, hogy a megfagyis és az azt kovetd
felengedés folyamata reverzibilis volt. T 6 r 6 k hivta fel a figyelmemet arra, hogy
itt is (2,16) a talhiitstt rendszer gyors, »amorf« allapotban térténd megfagyasa,
iivegszeri megmerevedése, azaz vitrifikdcidja kivetkezett be. Mivel a kisérleti
kériilmények folytdn a gyors felengedés kiizben sem léphetett fel — megfigyeléseim
szerint — kristalyosodas, a gyors devitrifikicié utin a csukaembrick életképesek
maradtak, a fagyasztas biologiailag reverzibilisnek mutatkozott. Ilyen vagy ehhez
hasonlé folyamat lejatszédésat kell feltételezni a —48 C°-ra gyorsan fagyasztott,
majd 26 C°ra felengedett éleszt&tenyészet esetében is, ezzel magyarazhaté ennek
kézel szabélyos lefutisd fejlédési gorbéje. A fagyasztas alacsony véghdmérsékleté-
nek igen fontos szerepe tehit a vitrifikdcié jelenségénél mutatkozik, az amorf
rendszer befagydsa, iivegesedése, u. i. csak alacsony héfokon, megfelelgen gyors
héatadas, azaz gyors hiités mellett térténhet meg kell§ biztonsaggal a plazmaban
szerepld anyagok figyelembevételével.

Ismertetett kisérleteim alapjan feltételezhet§, hogy a megfelels korilmények
kiozstt fagyasztott sejtek él§ allapotban maradnak, és a sejtek pusztulasa, koagula-
lasa a dezorganizécié felé hajlé enzimmiikodés kivetkezménye. Ennek eldsntésére
a hiitétt allapoti sejtek, illetve a hiités és felengedés alatt bekovetkezs enzimatikus
valtozdsok tanulmanyozasat tekintem munkdm legkizelebbi céljanak. Az enzima-
tikus folyamatok valtozdsdnak vizsgilata adott kiriilmények kozstt leginkabb a
légzési folyamatokban jelentkezd valtozasok, azaz a respiraciés kvéciens valtozisa-
nak igen érzékeny meérésével oldhaté meg, Ezért — mint mir emlitettem — az
alacsony hémérsékleten mutatkozd 1égzési egyiitthaté értékeinek, illetve a légzés
intenzitdsinak mérésére a célnak megfelels »bifunkcionalis respirométert« szer-
kesziettem, A miiszer tokéletesitése folyamatban van,
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6sszefoglalsis

Kisérleteket végeztem annak eldontésére, hogy vajjon az 616 sejtek haldla
fagy hatésira sziikségszerlien bekévetkezik-e vagy a fagyasztids médjanak kells
megvilasztdsival a sejtek életben maradhatnak-e. E kérdés tehat azt dénti el,

hogy a hideg hatésra a sejten beliil feltétleniil beksvetkezd valtozas biolsgiailag
reverzibilis-e. :

A kisérleteket ~— modell gyanint — glesztd tenyészetekkel végeztem. 66
killonbbz8 Saccharomyces torzs —40 C°, ill. —20 C°-ra hiitve, mindegyik fajta még
2 heti tarolas utan is életképesnek mutatkozott.

Az 16 sejt-szam alakuldsa kiilonboz& médokon fagyasztott tenyészetekben
felengedés utin igen véaltozé, a lassd, ill. magasabb véghtmérsékleti fagyasztas
utdn a fejlédés gorbéje minden esetben erfs visszaesést mutat, a sejtek egy hanyada,
ill. azok utédai életképtelenekké vilnak, elpusztulnak. Alacsony végh8mérsékleti,

gyors fagyasztds utdn azonban a fejlédési gorbe a kontrol tenyészetéhez hasonls
lefutésn.

Halikrdkon, mikroszkép alatt végzett fagyasztasi kisérletek is azt igazoljak,

hogy a gyors hiités és alacsony héfok esetén a csukaembrick biolégiailag rever-
zibilisen viselkednek.

Kisérleteim tehdt megerdsitik, hogy a fagvasztas kévetkeztében bealls
sejthalal ésszetett folyamatanak tényez6i kozott tekintetbe kell venni az enzim-
rendszerek dezorganizici felé tartd miksdésének hatdsat is a valdszintleg igen
alarendelt jelent&ségl mechanikai roncsolas, valamint a mar szamottevébb dehid-
ratalasi folymat mellett. A sejtek plazméjanak fagy hatésara bekovetkezs koagu-
ldldsa valdszintleg csak az dsszetett folyamatok végs6, irreverzibilis megnyil-
vanulasa. A fagyasztas, ill. felengedés hatasara az enzimrendszerekben véghemend
véltozasok tanulmanyozisa tovibbi feladat.

Kisérleteim alapjan feltételezhetd, hogy a megfelels korilmények kozott
megfagyd sejtek &6 allapotban fagynak meg, s mind a fagyasztas sebessége, ill.
végs6 hdmérséklete, mind a felengedés sebessége nagy hatassal van a sejtek fagyasz-
tas utani biolégiai reverzibilitisinak mértékére. A halikrikkal végzett megfigyelé-
sek alapjan gy latszik, hogy a biol6giai reverzibilitis a vitrifikalds, ill, a devitri-
fikalas feltételeinek bhetartasa mellett teljes mértékii.

Erkezett : 1953. november 20.
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BIIMAHHWE 3AMOPAXMBAHHS HA WHMBBIE OPTAHM3MbI
1. BOTIPOC BHOJIOTHYECKOW OBPATHMMOCTH 3AMOPAKMBAHHSA

0. Banax ,
Hccnepoparensekuit MucrutyT Konceperoif, Mscuo#t 1 Xonoguneroit ITpOMBILUTEHHOCTH,
Bynanemr

BruBoagh

TIpPOBOMMII ONBITHL [I5T PEUIEHHS TOTO, HACTYNAET-IH CMEPTH YUBHIX KIETOK 10 HEOGXOMH
MOCTH TIOfl BIMSHMEM MOPO3a WJH >Ké COOTBETCTBEHHEIM BEIDOPOM CrOCO0a 3aMCpayKUBAHHUS
KIETKH MOT'YT OCTAThCS HKMBBIMH. DTOT BOTIPOC CJIE/I0BATENLHO PEIIART, 9TO MSMEHEHME (eay-
C7I0BHO HACTyNamwLlee BHYTPH KIETOK TOM BAMSHHEM MOP03a GHOJIOTHUECKH 0GPATHMOE, MIM HET.

OnuiTsl — B KA4ECTBE MOJCHM — s TPOBONUT € KYNBRTYPAME APOyOKeH. 66 pasmHuHbIX
mrammos  Saccharomyces oxmaxaenunie Ha — 40° C, umn — 20° C Bce 0Ka3aTHCh KHBEIMH M
uociae 2-HeACTBHOID XPAHEHHS.

UIHCIO JKHBBIX KJIETOK B KyJIbTYPaX 3aMOPa)KMBAHHBIX PA3JIMUHBIM 00pa3oM MOCHe 0TTau-
BAWMS CKIA/IBIBAETCA OUEHb PASIMYHO ; TOCIC 3aMOPAYKMBAHMS TIPH GONEE BBICOKOM TepMUHATL-
HOIl TeMmeparype KpHBasg PAaZBUTUSA NOKAMET B KAM/0M CIyude CHIBHOE IANEHHE, YACTh KITeTOK,
T 3KE MX NOTOMKM CTAHOBSTCA HEKH3HECHOCOOHBIMU M OTMHpPAT. OfHAKO NOCae Gbicrporo
3AMOPAXKMBAHMA [P (ONEe HH3KOH CPMHUHANBLHOH TeMNEPATyPe XOj KPHUBOH DA3BHTHA CXOI-
HOIt € KOHTPOJIBHBIMH KYyJbTYPaMmi,

DKCIePHUMEHTE 3aMOPayKHBAHMSA, TPOBEAEHHEIE TIOJ, MHKPOCKOMOM € MKPOM TaKKe Iog-
TBEPYKAAIT, YTO B ClTydae GLICTPOTO OXTA)(IEHHA M HH3KOM TemIeparypbl OBefeHIe 3apO/bllei
myku GHOMOTHYECKH 00paTHMOE.

HTax MOH OMBITH TOATBEPHIAIOT, YTO MEXAY (AKTOPAMHU CI0MKHOIO IIpPOIECCa CMEPTH
KJIETOK BCJICACTBHE 3AMOPAYKHBAHUA HYI)KHO HMETb BBHMIY M BIMSIHHE JEATENBHOCTH (ICPMEHTOB
MAyOIee B HANPABJICHHE [IE30PraHM3ALHM BMECTE € NIPAaBHONONO0HO HESHAUHTENbHBIMH MeXaHM-
YECKHMH TOBPEHJICHHAMI U ¢ 0OJIEE BAYKHBIM JErMAPALMOHHBIM TTpo1ieccoM. Koaryasaumst maa3mel
KJICTOK I10]] BJIWSAHHEM MOP03a ABJSIETCS NPABIONOI06H0 TONBKO MOCAENHHM HEODPATHMBIM TIPOSI-
BJICHHMEM CJIOXKHEIX MpOieccoB. VayueHie M3MeHEHMH, NPOMCXOISINNX HOJ BIMAHMEM 3am0pa-
JKMBAHIA, MM OTTAMBAHWSA SIBISETCHA 3ajaveil JajibHEHIINX HCCIemToBanHii.

Ha ocHOBe MOHX ONBITOB MOYKHO TPENOJATATh, UTO 3aMep3aloliHe MPH COOTBETCTBEHHKIX
YCTOBUAX KNETKH 3aMEP3AI0T B JKHBOM COCTOAHHM, & CKOPOCTE M TEPMHHAIBHAS TCMIEPATYPA
3aMOPAYKHBAHMS, d TAKIKE M CKOPOCTh OTTAMBAHHA 0YCHB CHILHO BJIMSIOT HA CTCHEHb OHOIOMH-
YECKOH 00PATHMOCTH KIIETOK IIOC/Ie 3aMOPa)KHBAHMSI. M3 3KCNepHMEHTOB, POBEIEHHEIX ¢ HKpOil
BH[HO, 4TO OHOIO0THYECKAsi 00PATHMOCTD TIPH BBITONHEHNH YCIOBHH BUTPH(OUKALMM, MM JEBHTp-
(HKALHMM SBJISIETCS] TIOJIHOH.

Ta6n. 1. OnpeaenceHue BeNHUMHB YHCHA SKUBLIX KJICTOK, CHYIKAIIHX OCHOBOH KPHBOH
PasBUTHSA B KOHTPONBHEIX, XpaHHBUMMXCA npH +26° C KyneTypax. (1) IMopsagkoewii momep, (2)
CpenHie BeJMUMHEL KOJMUYCCTBA KIETOK OTCYMTAHHOIO NPH PAa3NMuHBIX pasfaBnenusx, (3) mora-
pHMBL BEIMYMH KOJMMECTBA KJETOK, OTCUMTAHHOTO B OTAEIbHBIX IPYNNax, (4) J0rapHiMsr oie-
HHBACMOTO0 KOJIMYECTBAa KICTOK, (5) MaKCHMAJNLHASI NOTPElHOCTb.

Piuc, 1. TuranTckie KOJOHMHM [POyOKeHd pasHOro copTta. a) 3amopa)kMBaHHBIC, B)

KOHTPONL, TOTO »Ke copra u Bospacra. 1, 2, 3 : mocie samopaskupauus npuy —20°C; 4,5, 6, 7:
pu —40° C.

Puc. 2. BpeMmCHHBI{ X0 KPDHBBIX DasBUTHS KyJpTyp Aposoxedl ofpadoTanHbIX pasiny-
HBIM 00pasoMm, 10 (GAKTUYCCKOMY ONPENCICHHI0 sKcnepumenTa. 1: TepMOCTATHBIL KOHTPOND
npu + 26° C. 2: B meguuxe npu 0° C. 3: Menneonnoe samopaykasanme npu — 26°C B u30-
aupoBaHHOM Kopofe. 4: Cxopo- samopaykuBanue npu —20°C B cosenom pacreope. 5: Mengne-
HOoe 3amopakuBaune npH — 40°C B m3omMposagHOM KopoGe. 6: CKOpo-3aMopayKUBAHNE IIPH
— 48°C,
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Puc, 3. MamencHne Temiepatypbl NP ONGKEBHX KyILTYDP, 00paGOTAHHBIX PASTHUHbIM
00pasom B TEYEHHE OIbLITA.

Puc. 4. COmocTaBncHHe KPUBLIX DPA3BUTHA KOHTPOMBHON I BHICTPO  3AMOPO3KEHHON
pu —48% C ApOAOKEBBIX KYJIBTY]. g

Puc. 5. Muxpockomuuecrkve waodpar<enue 14—I15-qHeBHOrD 3APOALIIA,

The Effect of Freezing on Living Organisms
I. The problem of biological reversibility in freezing

0. BALAZS
Institute for Research in Canning, Meat Packing and Refrigerstion, Budapest

Sumxmary

Experiments have been carried out by the author with the objective to prove whether living
cells are necessarily destroyed by the process of freezing or whether it is possible to preserve them
by an adequate method of freezing, in other words, whether the changes occurring in cells during
freezing are biologically reversible.

Yeast cultures served as models in the experiments. 66 various strains of Saccharomyces
stored at —40° and —20° ¢ for 14 days did not loose their viability.

The number of living cells in cultures frozen by different methods was very varying after
thawing. The curves of development showed a definite drop after a slow freezing as well as when
freezing at a higher terminal temperature. A number of cells and their progeny hecame non-viable
and perished, However, subsequently to a quick frrezing at a low terminal temperature the curves
of cell development were similar to those of the control cultures.

Freezing experiments carried out on roes under the microscope also confirmed that pike
embryos behave hiologically reversibly in case of quick frezing at low temperature,

Thus the experiments corroborate that besides the mechanical destruction of probably minor
importance, and the dehydration process of somewhat greater importance, also the effect of enzy-
matic systems with a trend towards disorganisation must be considered as a factor in the complex
process of cell death due to quick freezing. The coagulation of cell plasm as a result of freezing is
probably the final irreversible manifestation of these complex processes. The study of changes of
the enzymatic system during freezing and thawing represents a further tazk, )

On the basis of the experiments it can be presumed that cells frozen under adequate condi-
tions remain in a living state. The rate and terminal temperature of freezing as well as the
rate of thawing affects to a great extent the biological reversibility of frozen cells, On the basis of
observations on roes it scems that the biological reversibility might be complete when the conditions
of vitrifying and devitrifying, respectively, are sufficiently secured. .

Table 1. Determination of the number of living cells, as a hasis for plotting the curves of
cell development in the control cultures stored at 26° C. (1) Serial number. (2) Mean values of cell
numbers read in various dilutions. (3) Logarithms of cell numbers read in the various groups. (4)
Mean values of logarithms of evaluable cell numbers. (5) Maximal error.

Fig, 1, Giant cultures of yeast of different type. a) frozen. b) controls of identical type
and age, after freezing to —20° C (1, 2, 3) and —40° C (4, 5, 6, 7) respectively.

Fig. 2, Development curves of yeast cultures under various treatments, according to the
actual order of the experiments. 1.: Control, in a thermostat of 4 26° C. 2.:-At about 0°, in an
electric refrigerator. 3.: Slowly frozen to —20° C, in a jacket of multiple cotton layers, in a con-
tainer of —20° C. 4.: Quick-frozen to —20° C, by immersion in a salt liquor of—20° C. 5.: Slowly
frozen to —40° G, in a jacket of multiple cotton layers, in a container of —40° C. 6.: Quick-frozen
to —48" C., by immersion in a salt liquor of —48° C,

Fig 3. The change of temperature in vyeast cultures under various treatments,

Fig. 4. Comparison of development curves of yeast cultures quick-frozen to 48° and
untreated, respectively. g ‘

Fig. 5. Microphotograph of fish embryo aged 14—15 days.





