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A mikrébasejt szaporodasat befolyasolé

tényezdik kinetikai tanulmanyozasa
VAS KAROLY

Konzerv., His- és Hiitdipari Kutaté Intézet, Budapest

Bevezetés

A mikrébakat a kiilsé kérnyezet erfsen befolyasolja élettevékenységiikben.
Tilzott hébevitel vagy hdelvonds, sugirzisok, vegyszerck, hidrogénionkoncentra-
ci6-, redoxpotercidlviltozéds stb. gyakran béritjak szaporodasukat, sét nem ritkan

egyenesen megblik a sejteket. Bizonyos tényezék, ellenkezéleg, gyorsitjak a nove-
kedést és szaporodast.

A mikroorgavizmusokat gitls vagy stimulalé hatis mérése sokféleképpen
tértérhet. A régebbi eljirasok altaldban egy meghatdrozott idétartamis tenyésstés
utdn édllapftjak meg a szaporodis tényét, gyorsabbodéasat vagy lassulasat, kvanti-
tativ viszor yait a sejtszam- illetSleg sejttéomeg-koncentricié mérésére szolgalé
eljarasok valamelyikével. Az djabb irdny ezen atéren a fenti »sztatikus« vizsgélati
metodika helyett »kinetikai« nézponthél tanulmanyozza a kérdést.

A mikrobdk szaporoddsinak ma mir eléggé ismert kinetikai torvényszertiségel vannak
[Monod (5)'. Kildndsen alaposan vizsgiltik a baktériumok (és éleszték) esetén ezeket a sza-
bélyszerfiségeket. Megdllapitottik, hogy a szaporodds tébb szakaszhél 41l (1. dbra). Elészir az igy-
nevezett késlekedési fizis (I) sordn a tdpoldatba beoltott sejtek szdma viltozatlan marad, ilyenkor
amikroorganizmus »shozzidszokik« az 4j kirnyezethez, rendkiviil bonyolult belsé folyamatolk, enzim-
rendszermédosuldsok, kozbiilsé anyageseretermékek kell§ koncentraciéban valé kiképzése sth. nyo-
mén alkalmassd vilik a kozeg a felhasznélisra. Gyakran sejtnsvekedés (méretbeli) is jon létre.
Ezutén a gyorsuld szaporodds fizisa (II) kivetkezik, melynek sordn a vegetativ szaporodds (sejt-
osztoddssal vagy sarjadzdssal) megindul és egyre
gyorsabb lesz. Ez aztin a maximilis illetileg
egyenletes szaporoddsi sebességill szakaszban, az
agynevezett logaritmikus fazisban (ILT) folytaté-
dik. Itt a szaporodis az idé Ffiiggvényében expo-
nencidlis jellegti és egy elsdrendii kémiai reakeid
kinetikai szabdlyaival irhaté le :
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sebességi allands. A baktériumok és éleszték szaporoddsdnak

Ezek utdn a lassulé szaporodisi szakasz bl szakaszai

{IV), majd a megillapodds (stagnilds) fdzisa (V)

kivetkezik. A tenyészet csiraszdma itt éri el maximumadt (G). Idé multdval aztin a sejtek pusztu-

l4sa megindul (VI) és a csiraszdm rendszerint exponencidlisan csékken (VII).

A vegyszerek illetGleg egyéb gatld hatdsok a baktériumok szaporoddsdnak ezt a menetét
megzavarjdk, ami a késlekedési szakasz iddtartamdnak (L) megnyiiléséban, a szaporodss lassuldsa-
ban, vagyis a k-érték csikkenésében és a maximilis esiraszdm (G) kisebbedésében nyilvdnulhat meg
[Hinshelwood (4). Stimualdlé anyagok ezzel ellentétes hatdsokat vdltanak ki.

A fenti fizisok kiziilelsdsorban vagy a késlekedési vagy a logaritmikus szakaszra gyakorolt
hatdst vizsgdltdk eddig.

A késlekedési fdzis gdtids kovetkeztében valé megnyildsdn alapszik jorészt az a régi eljaras
is, amclynek sordn a zavaresodds vagy telepképzédés meginduldsdig eltels idét figyelték meg.
Ez azidétartam ugyanis gyakran pirhuzamosan véltozik a késlekedési fazissal (ha tudniillik a gétls
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hatds a szaporoddsi sehességet nem véltoztatta ey egyidejiileg). Az L értékét a szaporoddsi gor-
bébél grafikusan szoktdk megdllapitani.

A logaritmikus szaporodisi sebesség  véltOzdsat szintén a szaporoddsi gorbébél hatérozzak
meg. Ujabban ezt igyekeztek felhasznilni penicillin, sztreptomicin és egyéb gdtlé anyagok meghatd-
rozdsira Osgood és Gamble (7). Eljirdsukkban a vizsgdlati és a kontrol tenyészet logarit-

mikus szaporoddsi gérbéi egyencs szakaszﬁn’al_i hajlisszogei dltal hezdrt szég tangensével hozzdk
(egyenes) aranyba az antibiotikumkoncentriciot.

A szaporodisi scbesség csbkkenésével jellemezték killonbdzs vegyszerek hatdsat penészekre
és baktériumokra Vincen t és munkatdrsaiis (1, 2, 3, 6). A kémiai szerkezet és a fungi-, illetéleg
bakteriosztatikus hatds kozétti dsszefliggést vizsgrdlva, minden kiprébdlt vegyszerre nézve megdl-
lapitottik, azt a koncentrdcidt, melynél a szaporodaisi sebességi dllandé értéke a kontrollénak fele
volt és ennek a millimolban kifejezett koncentrici dnak negativ logaritmusst (»log I«) adtdk meg.

Sajat kiisérletek

Kisérleteinkkel az volt a célunk, hogy ¢lsg 1épéshen a gatls hatasnak a szapo-
rodés fazisaiban valg jelentkezését megismerjik. Tanulményoztuk a késlekedési
szakasz meghosszabbodésit, a szaporodasi sebesség csokkenését és a maximalis
populécié értékének valtozésat.

Az eljirds alapelvei

Eljarasunk vazlata a kévetkezS. Ysmert 61§ csfraszami, killonbozs vegy-
szertoménységi tapoldatokban folométerrel mérjitk az id§ fiiggvényében a mikré-
bak szaporoddsit. A szaporoddsi gorbékhél a késlekedési fazis idgtartamat (L)
meghatarozzuk szerkesztéssel és a vegyszerkoncentracié fiiggvényében abrazoljuk
azt. Grafikusan meghatérozzuk a kapott szaporodasi gorbékbél a generacids
id8ket (illetSleg ezekbdl a szaporodési sebességi allandékat, k). Kiszamitjuk azt a
koncentriciét, mely pontosan 509,-kal csikkentette volna a k értékét a kontro-
léhoz képest (m). Megallapitjuk végil a hosszabb idé multan beallt maximalis
esiraszamot (G).

Metodikai szempontbél a k-ra kézepes hatdst dézis (m) mérése jelentett
komolyabb problémat. Vin c e nt ék munkéjarsl csak kisérleteink befejezése utan
értesiiltiink, és igy téliik fiiggetleniil jutottunk arra a gondolatra, hogy a gitls
hatést a szaporodasi sebesség felére vald lecsékkentéséhesz szitkséges koncentracis-
val jellemezziik. Ez az adat tébbet mond, mint a »teljes« gatlast okozé téménység
értéke. A kozepes hatdsi vegyszerkoncentrici6 kiszamitasinak metodikajaval —
melyre egyébként Vincent é munkatirsai szamunkra hozzaférhet$ helyen
nem térnek ki — a k-értékek szérdsa miatt kellett kiilén is foglalkoznunk.

Penészeknél a szaporodast a szilard taplals kozeg felilletén tapasztalhaté
telepatmér§-névekedéshél tanulminyoztuk,

A kivetkezbkben el§szér a scjtszaporodds sebességének mérését, majd ebbdl a kozepes
hatdst dézis kiszdmitasit, tovdbbd a késlekedési fizis megviltozdsinak mérését és a maximdlis
csiraszdm meghatdrozdsit ismertetjiik.

Ezutdn a mddszer alkalmazasinak néhiny esetére tériink rd néhdny vegyszer Gsszehason-
lito vizsgdlatdval kapcsolatban. A vegyszereket Sach. cerevisiae var. ellipsoideus-on Torulopsis
utilis var, maior-on, Bac, cereus-on és Asp. foetidus-on prébaltuk ki. A szaporodasi gorbék adataibél
a szaporoddsi sebességet, a késlekedési szakaszt és a maximélis csiraszdmot szdmitottuk ki.

Az eredmények értékelése sordn vizsgdltuk, hogy az elébbi esetekben a szaporoddsi sebességi
dlland6 miként fiigg dssze az Osszes szaporulattal és a késlekedési szakasz id§tartamdval, Megpré-
béltuk aztdn a szaporoddsi sebességre gyakorolt hatdsnak a kézepes hatdsti dézis kiszdmitdsdn
tilmeng, kizelebbi jellemzését adni. A szaporodds kinetikai vizsgdlatdbél a gatlé hatéds mehaniz-
musdra igyekeztiink kovetkeztetni. Végiil az adatokat vegyszerek szerint csoportositva és ezek
disszocidcids dllandbit figyelembevéve, értékeltik az egyes vegyiileteket.

A munka egyes 1épéseirgl a kiovetkezékben szdmolunk be.
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A sejtszaporodds sebességének mérése
Elesztk, baktériumok

A sejttéménység (az egységnyi térfogathan levd sejtek szdma illet8leg meny-
nyisége) meghatiarozasa Pulfrich-fotométerrel (Stufenphotometer) tortént, 665
my-o0s (S 60) sziirdvel, egy mas helyen [V as(14)] ismertetett turbidimetrids
eljarassal.

Iélig logaritmikus koordinatarendszerben az ordinatira logaritmikus 1ép-
tékben a nyert csiraszdmot (-témeget) a linearis 1éptékben az abszcisszira felvitt
id§ fiiggvényében felrajzoltuk. A kapott szaporodasi gorbe egyenes (exponenciilis)
szakaszanak hajlasszégébdl a generdcids idét (T = a csiraszim megkettizédéséhez
sziikséges 6rdk szdma) kiszdmitottuk. Ebbél az exponencialis szaporodés sebessége
‘az elsdrendl kémiai reakcickra jellemz§ kinetikai torvényszeriségek felhasznalasa-
val kiszdmithato. Ugyanis

n = ng - e lévén,
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Ha n = 2 ny, akkor
In 2 . 0,693
k= —- vagyis == Sra—
T gy T (6ra—1)
Penészek

A szaporodds sebességének mérése penészeknél a tapagar feliiletén vals telep-
novekedés sebességének megillapitasaval tértént. A legtobb penésznél ugyanis a
petricsészében levs dgarlemez kozepére helyezett sporaszuszpenzio-cseppbdl kifej-
18d8 kéralaki penésztelep dtmérsje — a kezdeti késlekedési, majd gyorsuls szakasz-
tél eltekintve — az id§ fiiggvényében linedrisan novekszik : azonos id&tartamok
alatt azonos szdmdi mm-rel lesz nagyobb a telepatmér§ [Tomkins (13)].
A jelenséget mi tgy értelmezziik, hogy az a linedris névekedési szakaszban
formailag egy nulla-rendd kémiai reakei6 kinetikai térvényszertiségeivel irhaté le,
melynél a reakcidsebesség fiiggetlen a kezdeti koncentraciétsl (csiraszamtdl, itt
telepatmérstdl).

D=Fk-t

ahol D a telepatméré t idSpontban ; k a szaporodisi sebességi allands. Kovets
kezésképpen, a linedris fazisban ;

k:BQ
4

A telepitmér§ novekedését a petricsészében, atlitszo tapagaron kézépiitt elhelye-
zett egy kacsnyi penészspéraszuszpenzigbél fejléds telep idékozénkénti, atlatszé



208 VAS =

A sejtszaporodds kinetikai tanulminyozdsa

milliméterskaliaval kiviilrgl, alulrsl tértén & mérésével tanulményoztuk. A telep
széleinek legfinomabb, szemmel még lithaté novekeddsét is figyelembe vettiik.
A tapasztalat az, hogy a telep kiszepének az id8kfolyamén térténd elvaltozasai, fej-

16dése (a penészbevonat vastagodasa, spOraképz6dés sth.) nem befolyisolja a
szélek szaporodasi iitemét.

A kozepes hatdst dézis megillapitdsa

A kiilonboz8 vegyszerkoncentracickn 4l észlelt szaporodasi sebességi allandék-
bol azt a toménységet, melyeknél k értéke a kontrollénak 50%-a lett volna, a mozgé
atlagok médszerével az alabbi médon szammitottuk ki.

A kisérletek tervezésénél figyeltiink arra, hogy az egymasutani vegyszerkon-
centriciék egy allandé szorzoban (higitasi faktor, R) kiilonbézzenek egymastol,
tehat, hogy a koncentriaciék geometriai haladvaryt alkossanak.

Logaritmikusan (10-es vagy R-alapi log)felvive az ahszcisszara a vegyszer-
koncentraciékat, az ordindtara pedig linearisan a % tortszimmal kifejezett értékeit,
gyakran nagyon zegzligos vonalat kapnank. Ezért dgy jarunk el, hogy 3—3 egymais-
utdni vegyszerkoncentraeithoz tartozé k-értéket atlagolunk és a kozépéreéket a
kozbiilsG vegyszerkoncentracional tiintetjitk fel a grafikonban, fgy végighaladurk
az egész koncentricidsoron : mozgé-dtlagolast végziink. A kapott pontokat sssze-
kétve, sokkal simabban Iefuté vonalat-nyeriink. Az ennek és az 50%-0s k-érték-
vonalnak a metszéspontjdhoz tartozé abszcissza adja — a logaritmusérték vissza-
keresésével — a keresett kozepes hatasi dézist (m).

A grafikus eljdrds helyett lehet tisztdn szdmitdsos interpoldldst is alkalmaszni. Ekkor hirmas
mozgd dtlagolds esetén Thompson (12) levezetése szerint a kovetkezd képletre van sziikség :
d (K—-1)

log m = Lo+ S5=20 g,

ahol Lq az m kiszdmitdsdhoz figyelembevett koncentracidsor els dézisdnak (Da) Iogaritmusa, d
a higitdsi faktor (R) logaritmusa, K az egyszerre dtlagolt k-értékek szdma, f pedig a kovetkezd-
képpen kiszdmithaté érték :

K

?' ko — ka — ka—;—l I '—ka+K_l

A BT
ahol ko...kas i az egymdsutini koncentricitkhoz, k, pediy a vegyszermentes kontrollhoz

tartozd sebességi dllandé értékeket jelzi.
Ha K értéke 3, akkor

fo 15 o — bu— hayy — ke
kars—ka

logm:logDa+logR(1+ 1.5ky —ka — kat1 — ka1 2 )
ka+3‘“]£a

Mindez természetesen csak akkor érvényes, ha
0=f=1
amirsl gy gytzédhetiink meg, hogy elére kiszdmitjuk a

kot kat1+ kavr2+ kayp3—1,5 ky

kifejezés értékét, Ha ez heleesik a kq és ka3 értékek dltal jelzett kizbe, akkor m-re helyes eredményt
kapunk. Ha a k-értékeket k, tortrészeiben fejezziik ki, akkor ky = 11évén,a fenti kifejezések egyszerii-
sodnek.

Az m-érték szérdsdt gy dllapitjuk meg, hogy a pérhuzamosan elvégzett vizsgilatsorozatok-
b6l kaoott log m-értékek dtlagit és standard eltérését a szokésos médon kiszdmitjuk,
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A késlekedési fazis meghosszabboddsdnak mérése

A mikrébagatlé behatas mehanizmusénak teljesebb megvilagitasat szolgilja
az az eljaras, mellyel a kiézepes hatast dézison til a szaporodas késlekedési szaka-
szdrak meghosszabbodésit is mérjiik. Ez rendszerint grafikusan térténik. A szapo-
roddsi gorbe exponencidlis szakaszivak vonalat visszafele meghosszabbitva,
extrapolalassal megallapitjuk azt az idétartamot, melynek egy meghatarozott (ariny-
lag kis) csiraszam (példaul 106/ml) eléréséig el kellett telnie a fejlédés sordn.
Ennek a hatarcsiraszamnak az értékét természetesen tnkényesen lehet csak fel-
venni. Mirderesetre megvalasztasinal figyelembe kell venui, hogy lehetéleg kizel
legyen a kezd§ csiraszamhoz és a logaritmikus fazis kezdetéhez.

Penészeknél a linedris szakasz visszafelé wvals meghosszabbitasival egy

2 #

meghatrozott kis dtmérGértékig (10 mm) extrapolaltunk.

A maximdélis csiraszém mérése

A gitls hatdsok az adott taplaléoldatban 616 mikrébak maximélis csira-
szdmit (G) is befolyasolhatjak. A G meghatirozisa egyszeriien a kisérlet végén
hosszabb idé alatt, a megéllapodasi szakaszban tapasztalhaté maximalis extinkeig
értékének a kalibraciés adatok alapjan csfraszamra valé dtszamitésabél 41l Ezeket
az értékeket a koncentréacié fiiggvényében felrajzoltulk.

A médszer alkalmazisa néhany vegyszer tsszehasonlité vizsgalatara

A mikrébagatls hatas mérését szolgilé madszer alkalmazdsanak megvilagi-
taséra néhary, Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus-szal (Tokaj 22, Szélészeti Kutaté
Intézet), Torulopsis utilis var. maior-ral (Thaysen et Morris), Bacillus cereus-szal és
Aspergillus foetidus-szal (Sz6lészeti Kutatd Intézet) végzett kisérletet mutatunk be.
Az alkalmazott gatlé hatas vegyszeres eredet(i volt. Kiprébalasra keriilt a dehid-
roecetsav (DHE : Naséja alakjaban adagolva, de — a Bacillus esetének kivételével
— savban megadva), a benzoesav Na-séja (BEN-Na), a hangyasav Na-séja ( HAN-
Na), egy a brémecetsav észtereinek keverékét tartalmazg készitmény (PAN :
»Pandurol A« dan konzervalészer-prepardtum) és egy kvanterner amménium-

bazis, a cetilpiridiniumbromid (CPB).

A szaporoddsi sebesség
Kisérletek Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus-szal

Az alap taplalé oldat 20 1£9], (1 + 10) €lesztf8zetbél, 0,5% peptonbél (Witte),
1%, kristalycukorbél és 30 t£%, Mcllvaine-féle dinatriumfoszfat (0,2 m) + citrom-
sav (0,1 m) pufferbsl és csapvizbél allt. Tojasfehérjés derités utan a (2 atm. tdl-
nyomasig melegitésscl) sterilezett oldat kristalytiszta volt, pH-ja 4,75.

Ennek az oldatnak 20 ml-es, 18 mm kiilss atmérsji kémessvekben levd Ppré-
baihoz viltozé mennyiségll tomény vegyszeroldatokat (deszt. vizben) adtunk tigy,
hogy az egyes vegyiiletekb@l olyan higitdsi sort kapjunk, melynek minden tagja
az el6z8 tagnal kétszer higabb (illetéleg toményebb).

Az igy nyert és a vegyszermentes ellen 61z6 oldatokat a 4 napos agaros élesztd-
tenyészethdl készitett szuszpenzid 0,05—0,05 ml-ével oltottuk be. A mintak kezdg
sszes csiraszdma ml-enkint 1,8 - 10° volt. Viztermosztatba tettiik a csiveket tgy,
hogy azok h&mérséklete 31° C legyen. Id6kozonkint sorra kivettiik a mintakat és

4
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alapos felrdzds utén a mar hivatkozott mgdon (14) Pulfrich-féle fotométerben
megmértitk a fényelnyelésiiket.

A taplals oldat adataval kisebbitett (korrigalt) extinkciéadatokat a kalibra-
cids gorbébal, illetdleg az ebbél levezetett képlet segitségével csiraszdmra szamoltuk
it. A csfraszdmok logaritmusait az id§ fiiggvényében abrdzolva, megkaptuk a
szaporodasi gorbéket (2. dbra). Ebb6l kiszamoltuk a generdciésidét (T) illetéleg
a szaporoddsi sebességi allanddt (k), melwyet azutan mindig a kontrol k-értéké-
nek tort részeire szdmitottunk 4t (1. tablizat),

99
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2. dbra
Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus szaporodisi gorbéi néhany vegyszer jelenlétében. — A 'gorbék

melletti szdmok a vegyszerkoncentrdciot jelzik (mg/1)

A kbzepes hatdsi dézis (m) kiszdmitésdra nézve szdmpéldaként illjon itt a Pandurol esete.
Elészor megallapitjuk, mely k-értékeket kell alapul venniink az értékelésnél. Mint Isttuk, itt a fel-
tétel az, hogy fnelegyen sem negativ, sem + 1-nél nagyobb szdm. Ez a feltétel akkor teljesiil (K = 3

esetén), ha a .
ka4 ka+1 4+ kav2 + ka3 — 1,5

Lifejezés értéke beleesik a kg és katg dltal hatdrolt kizbe.
Ha kisérletképpen kq-t 0,95-nek vessziik, akkor

ka + ka%l + kﬂ+2 + kﬂ+3 _195 = 0595 + 0,72 + 0540 + 034‘2 = 155 = 03991

tehat nem esik bele a 0,95 (= ka) és a 0,42 (= ka+3) 4ltal hatédrolt kizbe.
Ha kgt 0,72-nek vessziik, akkor

ka+ ka1 + Kotz + kats —1,5 = 0,72 + 0,40 + 0,42 + 0 —1,5 — 0,04

ami beleesik a 0,72 és 0 dltal hatdrolt kozbe. Vagyis az utébbi esethen ke-t j61 vdlasztottuk meg.
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Igy elkezdhetjitk a szdmitdst: log m = log 4 + log 2[1 +

ahonnan m = 8,5 mg/l

1, tablazat

Néhany vegyszer hatisa a Saccharomyces cere-
visise var. ellipsoideus szaporodasi schességére

(65] (&) ! ()
A vegyszer

@ @) .
) - (relativ érték) i (mg/1)
jelzése cidja {mg/1) !
0 1,00
10 0,91
20 0,80
DHE 40 0,54 35
80 0
160 0
320 0
640 0
0! 1,00
20 1,00
40 1,00 !
BEN-Na 80 1,00 ] 240*
160 1,06
| 320 l 0
L6400 |0
‘ 1280 | 0
0 1,00
80 1,00
160 1,00
HAN-Na 320 1,00 >5120
L 640 1,00
| 1280 1,00
‘ 2560 1,09
| 5120 0,89
o0 100 |
0,5 1,05
1 1,05
PAN 2 0,95 8,5
4 0,72
8 0,40
16 0,42
‘ 32
\ 0 1,00 |
0,5 1,00
1 0,78
CPB 2 0 1,2
4 0
’ 3 0
‘ 16 0
32 0 |

* A 160 és 320 mg/l kozti koncentré-
ciésdvhan {inomabban graddlt kisérletsorozat
tudnd itt az m helyesebb értékét megadni (6).

4*
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1,5 — 0,72 — 0,40 — 0,42
P bl Usit o Wage) 9
=073 ] 0,931727

A tobbi vegyszernéla kiszdmitas ugyanigy
tortént. A hangyasavndl az alkalmazott legna-
gyobb koncentrécié sem tudta 0,89 aldleszoritani
a k ér1ékét, ezért ez a sorozat kiértékelhetetlen.

Az m grafikus megdllapitdsa sordn gy
jérunk el, hogy 3—3 egymésutan kivetkezs k-
érték dtlagdt vessziik és ezt a kozépsének meg-
felels vegyszerkoncentrdciénal felrajzoljuk (a
koncentricidkat logaritmikusan vittiik fel az
abszcisszdra).

Izy nz eldbbi példdban (a Pandurolnal)
a mozgd dtlagokat a. 2. tabldzat tiinteti fel (2.
tdbldzat; 3. Abra).

2, 1ablazat

A kozepes hatasn dézis megallapitisa mozgé

atlagolassal
) k
Koncentricié | —
(mg/l) | relativ érték (2) ' mozgé dtlag (3)

0 ! 1,00 i
0,5 ! 1,05 1
1 1.05 1,010
2 0,95 0,907
4 0,72 0,690
8 0,40 0,513

16 i 0,42 0,273

32 0

Ldthatd, hogy a grafikus interpaldldshél
is kériilbeliil ugyanaz az érték (8,5 mg/l) jon ki
m-re, de itt a grafikus szerkesztés nehézségei,
pontatlansdga miatt az eredmény pontossiga
is korlatoltabhb.

Kisérletek Torulopsis utilis var.
maior-ral

Ugyanezen vegyszereket egy toru-
lara is kiprébaltuk. A kisérleti elrende-
zés, tipoldat, vegyszerkoncentriciék sth.
az elébbiekkel azonosak voltak azzal az
eltéréssel, hogy itt beoltdsra a Torulopsis
utilis var. maiort (Thaysen et Morris)
haszniltuk. 5 napos 4gértenyészetébsl
sterilvizes szuszpenziét készitettiink,
melynek 0,05—0,05 ml-ével oltottuk be
a kémessévekben levd taplalé oldatokat,
gy, hogy ezekben 3,3 - 105 volt a kezds
csiraszdm ml-enként. — A kisérlet ered-
ményeit a 3. tablazat mutatja.
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A%)
700

Kisérletek Bacillus cereus-szal

A mar emlitett vegyszereket egy
z&8ldborsérél izolalt Bacillus cereus tirzs-
zsel szemben is megvizsgiltuk gatlé ha-
tAasra nézve. Itt természetesen mas taplals
k&zegre volt szitkség, miutan 4,7 korili
PH-n a baktériumok tébbnyire nem fej-
1&dnek.

P A taplals oldat 40 t£9, (1 + 9) zsld-
borsskivonatot, 0,59, peptont és 0,29%,
kristilycukrot tartalmazott 7,0 pH-s m/15
foszfatpufferben. A kivonatot 1 stlyrész
zOldborsg érlemény és 9 silyrész 7,0 pH-s
foszfatpuffer keverésével és centrifugalisa-
val allitottuk els. A (tojassal) deritett tap-
lalé oldatot 10 ml-es adagokra bontva, 18
mm kiils§ dtmérsji kémesovekben 2 atm.,

05 7 2 4 & 76 32 ;ﬁ(l)gyonllésig melegitve sterileztiik. pH-ja
vegyszerkone (mg/i) =00 Yot

3. dbra A vegyszereket — a Pandurol és a

A kozepes hatdst dézis megdllapitasa mozgd f? tilpiridiniumbromid ]flV(ftf‘:Ievel 5

dtlagokbél grafikus interpoldldssal. — 1: ard alakban adtuk a taplals oldatokhoz:

kisérleti adatok ; 2: mozgé 4tlagok. hogy a nagy vegyszeradagok oldatban vals

hozziadisival a tenyésztd oldat ne hi-
guljon fel (a dehidroecetsavnal itt a sgzilard Na-sét adagoltuk : DHE-Na),

A beoltdst a jelzett baktérium 1 napos folyadéktenyészetével (csak vegetativ
sejtek) végeztiik tigy, hogy 0,04—0,04 ml-t vive a kémessvekbe, a heoltott taplalé
oldatokban a kezdd csiraszdm ml-enként 54 - 108 legyen. Azinkubalas 31° C-on
tortént.

Az oldatok zavarosodisit a mar ismertetett médon mérve, a szaporodisisebes-
ségi allandét és a kozepes hatdsi dézist kiszadmitottuk. Az eredményeket a 4. tab-
lazat szemlélteti.

A 4. 1ablézaibél lathaté, hogy a Pandurol-adagolds tdl nagy koncentracigval

kezdddott (k= 0,39) és igy az m nem szamithaté ki. Ugyanez vonatkozik a cetil-
piridiniumbromidra is.

Kisérletek Aspergillus foetidus-szal

Tanulmény targyava tettiink ezekutan egy penésztorzset is. A taplalo kozeg
itt szilard volt. 20 tfY%, (1 + 10) élesztéfzetet, 0,5%, peptont, 1%, kristalycukrot
és 30 tf%, foszfatcitrat (McIlvaine)-puffert tartalmazé csapvizes oldatban 59
agart oldottunk fel. Adagolas utan glzoléssel sterileztiik. pH-ja 4,25 volt.

A vegyszereket felhasznilis eltt tomény oldatban petricsészébe vittik
majd forré, olvadt tdplalé kézeggel ledntitik és egyenletesen elkevertiik. A meg-
szilardult lemezek kozepére egy-egy kis kacsnyi, 2 hetes Aspergillus foetidus tenyé-
szetb6l szirmaz6 konidium-szuszpenziét vittiink, majd 31° C-os termosztatban inku-
balva, idgkozonként mértik a telepdtmérgket (4. abra).



AGROKEMIA ES TALAJTAN Tom. 3. No. 3. 213

A szaporodis egyenes szakaszdban kiszdmitva az orankénti nivekedést mm-
ben (k), megkaptuk a kizepes hatdst dézist is, — Az adatokat az 5. tablazat szem-
lélteti.

3. tdbldzat 4. tdbldzat
Néhany vegyszer hatasa a Torulopsis utilis var. Néhany vegyszer hatdsa a Bacillus cereus
mator szaporodisi sehességére szaporodasi sebességére
L O] ) (&) “ ()
A vegyszer A vegyszer
k m k m
@ X onii)uré. (relativ értek) (mg/l) @ J konc(:ztré. (relativ érték) (mg/1)
jelzése cibjn (mg/1) jelzése | cidja (mgfl)
0 1,00 0 1,00
10 0,735 625 0,88
20 0,865 1250 0,50
DHE 40 0,32 30 DHE-Na 2500 0,27 1400
80 0 5000 0
160 0 10000 0
320 0 20000 0
640 0 40000 0
0 1,00 0 1,00 |
20 1,00 625 1,00
40 1,00 | 1250 0,69
BEN-Na ‘80 0,785 160 BEN-Na 2500 0,64 3300
160 0,685 5000 0,45
320 0,05 10000 0
640 0 20000 0
1280 | 0 40000 0
L 1,00 0 1,00
80 1,00 625 0,50
160 1,00 1250 0,50
HAN-Na 320 1,00 3000 HAN-Na 2500 0,53 1700
640 | 1,165 5000 0.43
1280 | 0,965 10000 0,34
2560 0,74 20000 0,21
5120 0,02 40000 0
0 1,00 0 1,00
0,5 1,14 4 0,39
1 1,22 8 0,33
PAN 2 0,665 3,9 PAN 16 0,42 <4
4 0,45 32 0,27
8 0,35 64 | 0,08
16 0,18 128 0,05
32 0 256 0
0 1,00 0 1,00
0,5 .0,91 4 0,06
1 0,67 3 0
CPB 2 0,50 2,0 CPB 16 0 <4
4 0,31 32 0
8 0,295 64 0
16 0,345 128 0
32 0,085 256 0
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Lathaté, hogy hangyasavas Na-rax, Pandurolra és cetilpiridiniumbromidra
nézve az alkalmazott legnagyobb koncen tricigk is tdl kicsinyek voltak ahhoz, hogy
509 koriili bénitdst lehessen elérni velwik,

)

S~

§ I 4. dbra

RS § Asp. foctidus szaporoddsi giérbéi néhany vegyszer jelenlétében. — A gor-
100 (dro) bék melletti szdmok a vegyszerkoncentrdciét jelzik (ng/l)

A késlekedési szakasz

Az elébb felsorolt kisérletekb8l mindig megallapitottuk a késlekedési fazis
tartamat is. Az L értékét, elhatarozdsunk szerint, az az driakban kifejezett idd adta
meg, mely eltelt, amig a kezd8 csiraszdm a Saccharomyces-nél és a Torulopsis-nal
108/ml-re, a Bacillus-nal 107/ml-re emelkedett, az Aspergillus esetén pedig, amig az
Atmérs 10 mm-re novekedett. A grafikus extrapolalassal kapott L-értékeket a kiilén-
boz§[vegyszereknél és mikrobaknal az 5. dbra mutatja be.

700 -

® Soccharomyces o JOrUlopsis e Baciius  © ASperguius

5. dbra
Vegyszerek batisa néhiny mikroorganizmus szaporoddsdnak késlekedési szakaszdra
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3. tablazat
Néhany vegyszer hatisa az Aspergillus foetidus szaporodasi sehességére
0} (6)
A vegyszer k
m
@ (3) O] ) (mg/l)
3§ koncentricidja mm
jelzése (mg/l) = relativ érték
0 l 1,30 1,00
10 0,84 0,65
20 0,65 0,50
DHE 40 0,575 0,44 22
80 0 0
160 0 0
320 0 0
640 0 0
0 | 118 1,00
20 i 1,18 1,00 |
40 1,18 1,00 |
BEN-Na 80 1,18 1,00 400
160 1,18 1,00
320 1,13 0,96
640 1,00 0,85
1280 0 0
0 1,19 | 1,00
3 80 1,19 | 1,00
[ 160 1,19 ‘. 1,00
HAN-Na 320 1,19 | 1,00 =5120
640 1,19 : 1,00 i
1280 110 ‘ 0,93 |
2560 1,14 ! 0,96
5120 0,97 ‘ 0,815 i
0 1,19 1,00
0,5 1,19 1,00
1 1,19 1,00
PAN : 2 1,19 1,00 > 32
| 4 1,19 1,00
8 1,19 1,00
16 1,26 1,06
32 [ 1,14 0,96
1
0 1,12 1,00
0,5 1,12 1,00
1 1,12 1,00
CPB 2 1,09 0,915 >32
4 1,09 0,915
8 0,89 0,75
16 0,715 0,65
32 0,74 0,625

A maximadlis csiraszdm

Az egyes mintdkban a kisérlet végéig (180—260 éra) elért maximalis csira-
szamot (= Osszes szaporulatot = G) a mar emlitett médon az ismertetett kisérle-
teknél (az aszpergilluszos kisérlet kivételével) meghatarozvas az eredményeket vegy-
szerek szerint csoportositva, a 6. dbraban vizolt képet kaptuk.
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Az eredmények &rtékelése

A szaporodasi sebességi allandé és aw Hsszes szaporulat ﬁsszefﬁggése

A szaporodasi sebességi allandéval a 6. &g

a 1. abra szerint a maximailis csira-
szdm Altalaban parhuzamosan viltozott.

700 700

00 700

88— 19
7i— 20

—_—

6 dbra

Vegyszerek hatdsa néhdny mikroorganizmus maximalis csiraszdméra, — S Saccharomyces, T :
Torulopsis, B: Bacillus

Feltiing kivételt csak a Pandurol esetében talalun

Torula-nal, ahol a G a vegyszerkoncentricié novelésér

k, tovabba a hangyasavas natriumnal, ahol a k esokke

k a Saccharomyces-nél és a
e lassabban reagalt, mint a
nt vontatottabban, mint a G

700

& (one-wa)— 2000 4000

700

0

S7A:— 2000
b:— 20000

40000 5w wh

7. dbra
Vegyszerek hatdsa néhdny mikroorganizmus szaporoddsi

schességére. — S: Saccharonyees,
T : Torulopsis, B : Bacillus,

A : Aspergillus
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A szaporodési sebességi dllandé és a késlekedési fézis id6tartaméanak dsszefiiggése

Ami a késlekedési fazis és a szaporodasi sebesség viszonyit illeti, itt mar kize-
litgleg sem mondhaté el, hogy a parhuzam megvolna, Mar maguknak a szaporo-
dasi gorbe-sorozatoknak az alakjibsl is jol lathaté, hogy vannak vegyszerck,
melyek a k-ra gyakorlatilag semmi befolyast nem gyakorolnak, ugyanakkor, amikor
a késlekedési szakaszt ersen megnywjtjik. Mas esethen a forditottja tapasztalhaté.
Vildgosan megfigyelhet§ ez, ha a 7. abrat a 8. ibraval vetjiik egybe.

A dehidroecetsavnal példaul elégeé egyitttjar a késlekedési fazis meghosszah-
bodasa és a szaporodasi sebesség csokkenése mind a négy mikroorganizmus esetén.

i_ 790 STA:—
B:(oKFNa)— 2000

HAN-Na

S04

>5[ A~q000 §TA4:~20 §8:— 19
B:— 20000 40000 T T B do T T g g
8. dbra
Vegyszerek hatdsa néhdny mikroorganizmus szaporoddsinak késlekedési szakaszara, — S : Sac-

charomyces, T : Torulopsis, B : Bacillus, A : Aspergililus

A Pandurol azounban lathatélag alig hat az Asp. foetidus szaporodisi sebességére,
annal ersebben a késlekedési fazisira. A cetilpiridiniumbromid ellenkezéleg az Asp,
Joetidus késlekedési szakaszat hagyja valtozatlanul, esak a szaporodasi sebességre
hat (I. a 4. dbra megfelels gorbéit!).

Miutén az L-értékek nagyobbodésa legtébbszor nem jelenti a szaporodis
megsziintét, hanem ecsak kitolédasat, praktikus szemszdgh6l a késlekedési szakasz
adatai altaliban kevesebbet mondanak, mint a szaporodasi sebeségl 4llandék,
Mirdenesetre a csak az L-re haté vegyszerek is értékesek lehetnek gyakorlatilag,
abban a koncentraciéhan, melyrél a késlekedési szakasz oly mérvii meghosszabbo-
dast mutat, hogy kézben az inokulum sejtjei elpusztulnak.

A szaporodasi sebességre gyakorolt hatids kizelebbi jellemzése

A vegyszerek gatlé hatdsénak bsszehasonlité jellemzésére az eddigiek alapjan
a kdzepes hatasd dézis (m) megadésa elég jol hasznalhaténak latszik. Kétségtelen
azonban a fentiekbdl folydan, hogy példaul a késlekedési szakasz ismerete nélkiil
nem teljes a kép a vegyszer hatdsinak természetérdl. S6t az m-érték 6omagaban
még a szaporodasi sebességre gyakorolt gatls hatast nem definidlja mindig egyér-
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telmien. A mozgé atlagos k — log vregyszerkoncentricié-girbék hajlasszoge
ugyanis gyakran kiilonboz8 és igy el6forculhat, hogy két vagy tébb vegyszernek
ugyanaz a kdzepes hatést koncentraciéja, mégis egészen mis vegyszertomeénységek
csokkentik a szaporodési sebességet példaul 809,-osan (9. abra).

Igy a Bacillus-nél lathaté, hogy 309%,-0s szaporodasi sebesség csokkenést
dehidroecetsavas natriumbél 1400, natriumformiathél pedig 1700 mg/l idézett
el§, tchat elég kozeli m-értékekr8l van sz&. A 809-0s gatlashoz szitkséges koncen-
tracick azonban mar egészen masként alakulnak : dehidroecetsavas Na-bal 3 200,
hangyasavas Na-bdl pedig 18 000 mg/1 kell, tehat ezen a gatlasi sikon vizsgélva,
a havgyasav kozel hatszor gyengébb, mint a dehidroecetsav.

<
> =
X N3
" S
29
N RSOT TR
S, 5N i
N S E 1
N x 3 !
X A
S N T T I ¢ $d
625 2500 10000 40000 7 2 4 8 16 32 647282565127024 2048
vegyszerkonc.(mg/l} vegyszerkorcentraci
9. dbra 10. dbra
A hangyasav és a dehidroecetsav kiilonb6zd Kiilgnbz6 dézis-hatds-gérbék

hatdsa Bacillus cereus szaporoddsiscbhességére —
1: dehidroecetsavas nitrium, 2: hangyasavas
nitrium

Célszertinek taldinank ezért a vegyszerek jellemzése szempontjabdl az m
mellett a mozgé atlagos k— log koncentracis-gbrbe hajlasszogének, vagy, ami egyre
megy, példaul a 20 és a 80%-0os gatlast okozd vegyszerkoncentracifknak a
megadasat is. Ez attekinthet8ség céljabol esetleg olyanformén is térténhetne, hogy -
az m mellé feltiintetnénk a 20 és 80%,-0s gatlashoz tartozé dézisok (Dyy és D)
altal hatarolt koncentracié-sAv nagysagat, esetleg az m értékének szdzalékaban
kifejezve :

100 - ‘DSO —DZD
m

Ha példaul m = 1024, Dy, = 2048, Dy pedig = 512, akkor a vegyszer hatdsat a
mikroorganizmus szaporodési sebességi allandgjira a kovetkez6képpen lehetne
jellemezni: m = 1024 (1509%,).

%:22_92 értéke ugyanis: 100 - }@ = 150
m 1024
100 (Dsu‘_Dau_)

Gyakorlatilag az olyan vegyszer ér tibbet, melynek m-értéke és —

m
értéke kisebb. A 10. abrdban példaul az 1., 2. és 5. gorbének megfelels vegyszerek
koziil, melyek (M_Dm)) -értéke egyforméan 150, kétségteleniil az 1. a legjobb

m
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m = 4 miatt. A 2., 3., és 4. vegyszerek kozil a 2.-nél ez az érték 150, a 3.-nal 788,
a 4.-nél 1593 és igy — bar m egyforman 32, — a 2. sokkal hatékonyabb, mint a
masik kettd.

Hasonlsképpen meg lehetne adni a mozgéatlagos k —1log D-gorbe hajlas-
szogét a Dgy és az m hényadosival is :

0_Dn
m

Az elgbbi példéban, ahol m = 1024, Dy = 2048, Q — 2.

A szaporodasi sebességi allandé és a giatlé hatds mehanizmusa

A vegyszerkoncentriciénak és a szaporodasi sebességi allandénak az dssze-
fiiggése az egyes vegyszerek kiilonboz6 mikroorganizmusokra gyakrolt hatisanak
természetérdl tovabbi timpontokat is nyujthat,

Hinshelwood (4) elgondoldsa szerint sok esetben a gatlé anyag olymédon hat, hogy
megakadalyozza a sejtet valamely életfontossdga kozbiilsé anyageseretermék sziikséges mértékben

i &

5

S

% 7 2 3 4

W

£ 8 4, 4, A, VEgySzerkoncen!sdcio

KGz/les melavolt kome
11. dbra 12. dbra

A Lkoztes metabolit-koncentricié cstkkenté-
sének hatdsa az enzimaktivitisra [Hin-
shelwood (4) szerint]

Kiilonbozé tipust vegyszerhatdsok mikro-
organizmusok szaporodisi sebességére [H in-
shelwood (4) szerint]

vald létrehozataldban. Az ezt a kozbiils§ metabolitot mint szubsztritot felhaszndlé enzimrendszer
miikédése és igy az egész sejt miikédése, szaporoddsa is csikken, lassul. A kéztes metabolit kon-
centricidjdtol az enzim aktivitdsa (és ezen keresztiil a mikréba szaporodssi sebessége) a 11. dbriban
lathaté médon Ffigg. =

Rendes koriilmények kizott a sejtben a kéztes metabolit toménysége A,, A,, A, korili
értékil. A vegyszer azonban ennek csikkentésére képes. Csak ha a B érték ald megy le a metabolit-
koncentricié, kezd az enzimrendszer aktivitdsa csokkenni. Tehat csak egy bizonyos vegyszer-
koncentricio felett jelentkezik gatls hatds, de etté] kezdve aztdn B és € kézott mar hirtelen erésé-
dik. A vegyszertomeénység és a gitlds kozotti dsszefiggés ezért a 12. dbra 1. gorbéjében jelzett médon
alakul.

Ugyanez az eredmény jéhet létre akkor is, ha a koztes metabolitnak nem a termelédését,
hanem az enzim felilletére valé adszorbedléddsat gatolja a vegyszer péld4ul azéltal, hogy maga
is adszorbealodik — a metabolithoz vald szerkezeti hasonlésiga révén — az enzimen és igy Ggy-
nevezett »versengl gatlds¢ formdjdban akadilyozza az életfontossdgii metabolit enzim 4ltali fel-
haszndldsat.

Tébb escthen ilyen »kiiszdbérték« nem tapasstalhaté. Eklkor a 12. dbra a 2. gérbéjével
illusztralt helyzet 41l elg. Ttt a szaporoddsi sebesség a vegyszerkoncentraciéval forditottan (linedri-
san) ardnyos.

Egy harmadik lchetéség az, hogy a vegyszer tisztén a késlekedési szakaszt nynjtja meg.
Ilyenkor, ha az L-nek ez a megnyildsa olyan nagymértékii, hogy kizben a sejtek elpusztulnak,
aldior a vegyszerkoncentrdcié névelése sordn a k egy darabig megérzi eredeti értékét, majd egy
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bizonyos vegyszertiménységen til a szaporodds (a sejtek elpusztuldsa miatt) hirtelen teljesen
megsziinik (12. dbra, 3. gorbe).

Elsfordul az is, hogy néveked§ vegyszerkoncentricisknal a k-értéke eleinte csikken, aztin
gyakorlatilag nem véltozik, még igen nagy dézisods hatdsira sem (12. dbra, 4. girbe). Ilyenkor vagy
arrdl van szé, hogy a vegvszer molekuldja — nagrysdga miatt — mér nem tud adszorbeslédni az
enzimfeliileten akkor, amikor a kisebb molekuldjd metabolit még talil el nem foglalt adszorpciés
helyet; vagy pedig az a magyardzat, hogy két alternativ szaporoddsi mehanizmus 1étezik, melyek
koziil az egyik érzékenyebb a vegyszerre, mint & masik,

Ezcknek a szempontoknak a figyelembevételével a szaporodasi sebesség és a
vegyszerkoncentricié dsszefiiggése értékes bepillantast enged a vegyszerhatas
tényleges torténéseibe.

Az dltalunk vizsgdlt vegyszerek ebb&l a szempontbél is t5bb tipusba tartoz-
nak. Igy példaul a dehidroecetsav a Saccharomyces-re, Torulopsis-ra, Aspergillusra.
latszélag kiiszobérték nélkil hat (12. dbra, 2. girbe). Valészintileg ez a helyzet a
Bacillus-ra gyakorolt hatas esetén is.

A hangyasavnak és a Pandurolnak a Bacillus-ra, a cetilpiridiniumbromidn ak
a Torulopsis-ra és a Bacillus-ra kifejtett hatasa hasonld tipusinak latszik.

A benzoesavas natrium hatésa a 12. sbra

100 1. gorbéjének megfeleld meharizmusra
(s igy versengd gatlasra) vall. Ugyanez
5 mutatkozik a hargyasavas natriumnal
= c & 4 Saccharomyces, Torulopsis, & Aspergillus
; 1 esetén, a Pandurolral Aspergillus, a
L cetilipiridiniumbromidnal Torulopsis és

- ¥ -7 -7

GOHES (s

Aspergillus esetén, bar az utolsé hirom
vegyszer probai soran ezek nem keriil-

OHE 02 tek alkalmazasra kell§ tomérységben
13. dbra ahhoz, hogy egyes mikrébaknal komo-

A dehidroecetsay gatls hatdsa borostydnkisav-  lyabb gitlé hatas jelentkezzék.
dehidrogendzra és néhdny mikroorganizmusra Itt természetesen sok fﬁgg attél,

milyen finom fokozatokban néveljiik a
vegyszerkoncentriciét. Ha ez eleinte tdl nagy, nem tudhatjuk, kisebb téménységr él
nem jelentkezik-e kiiszobérték. A fenti példakra levont kovetkeztetések tovabbi,
firomabban gradalt kisérletek meger8sit& eredményéig ezért még nem tekint-
hetdk véglegeseknek.

Erdekes, hogy a Pandurol a Saccharomyces-re és a Torulopsis-ra kisebb kon-
centriciéban némi stimulals hatdst gyakorol, ami utan hirtelen erés gatlas kivet-
kezik.

Itt még egy kisérletiinket emlitjilk meg a hatdsmehanizmus tisztazésara.

Seevers és munkatirsainak (11) vizsgdlataibdl ismeretes, hogy a dehidroecetsav az dllat
sazivetck sokféle megvizsgdlt enzimrendszere koriil csak a borostyinkésavdehidrogendzra hat
komelyabban. 7,4 pH-s 0,1 M foszfitpufferben mérve a borostydnkésavoxiddz-rendszer 0,-fogyasz
tésdt kiilinhdzs dehidroecetsav-koncentrdcidknal, a 13. sbrdban lathaté gatlasi gorbét (A) kaptdk
Emellett kimutattdk, hogy a citokrém-citokrémoxiddz réssre a vegyszer nincs hatdssal.

Ha feltételezziik, hogy a mikroorganizmusok szaporoddsinak gatlisa is a
horostyankgsavdehidrogenaz béritdsaval magyarazhaté, akkor a mikrsbagatlas
vonalanak az el8bbivel kériilbeliil pathuzamosan kell haladria, Amint a 13. abrabsl
lathato, a Bacillus gatlasi vonala (B) nem fut parhuzamosan a borostyar kgsav-
dehidrogenazéval, bar mirdenesetre azonos koncentriciésivban mozog. Ez sem
mondhaté el azonban a Saccharomyces-r6l (C) és az Aspergillus-rél (D), melyeket
mar lényegesen (pl. 100-szor) kisebb dehidroecetsavkoncentricick is gatolnak. Ez
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arra vall, hogy a gatlisi mehanizmus —legalabbis a Saccharomyces és az Aspergillus
esetén — nem érinti  a borostyzinkﬁsavdehidrogenéz miikidését. Kétségtelen
viszont, hogy az utébbi két mikrébanal a pH-viszonyok egészen misok voltak
(4,75 illetdleg 4,25), mint az enzim vizsgilatakor (7,4). A Bacillus esetén, 7 pH-s
tapoldatban az eredmények kizelebb estek. Lehetséges tehat, hogy a baktériumok
gatlasa azok borostydnk@savdehidrogenazanak béritasanis alapszik, A 15bbimikro-
organizmusra vonatkozélag tisztibb képet csak akkor kaphatnank, ha az emlitett
enzimnek kisebb pH-kon valé gatlasi adatait ismernénk.

A vizsgalt vegyszerek értékelése

A mikrébagitlasi adatokat vegyszerek és mikroorganizmusok szerint ssze-
foglalva, figyelembe kell venni azt a tényt, hogy a gyenge sav természetii gatle-
anyagok hatdsa rendszerint a nemdisszocial6dé savmolekulihoz van kitve [Rahn
és Conn (8), Vas é& Ingram (15), Schelhorn (9) ]. Miutin pedig kiilonbozs
pH-kon a nemdisszocialt rész szazalékos aranya erdsen kiilonbozhet, ésszehason-
litasokral mindig figyelembe kell verni ezt a tényt is és a ténylegesen haté részre
atszamitani a koncentracidadatokat. gy az Ggynevezett wabszolit hatékonység«-ot

[Schelhorn (10)] kapjuk meg. Ebb&l — a mindenkori pH és a vegyszer disz-
szociacids dllandéjarak ismeretében — az adott esetben jelentkezs tényleges vegy-
szerszitkségletet ki lehet szdmitani.

A 6. tablazat tartalmazza az eddig nyert kdzepes hatasi dézis értékeket
és »teljes« gitlasi adatokat Bsszes savra és nemdisszocialt savra dtszamitva,

6. tabldzat

Vegyszerek kiozepes hatdsfi dézis-értékei és »teljes« gitlisi adatai néhiny mikroorganizmus esetén

(1)

Y

@) (3)
Vegyszersziikséglet (mgfl)

) ) Kezngfalc;ira- PH ) (5)
Wikroorgantamus (sejt,ml) | pyenge eavmél savra Atszdimitva nemdisszocidlt vegyiiletre dtszdmftva
i ‘DHE BINI HAN ‘ PAN | CPB DHE’ BENI HAN 1 PAN | CPB

| {

2800 1100’ <4 <4 21 4 0,6 <4 |<4

. 1100
Bacillus cereus 5.4+ 10% 1 7,0014660/8500 27000/ 256 8 | 75| 13| 15 | 936 | 8
[ |
N ' 35| 2000>34600 85| 1,2 27| 42l>320 | ss| 12
Suoch, corevisios | 18- 10° |45 gy 290> 3460] 32 | 2 | 62| 57320 | 39| o
|

300 140, 20000 3,9, 2 | 23 30l 180 30| 2
ap e & 5 L] 5
Torul. utilis 3,3+ 10° 14,75 9yl 549 >346OI 32 [>32 | 62 114/>320 | 32 [>32

P - Los| 22 310/>31601>32 [>32 | 20| 160|830 |32 [>32
sp. foetidus el gp 1100>>3460r>32 =32 | 73| 500/=830 =32 |>32

Diltszedésit szimok : 50%-05 szaporodasi sebesség-gatlds, All6 szamok : »teljes« gatlds

A 6. tablazat adatai elsgsorban a gatlé hatas értékelési metodikijanak bemu-
tatdsédra szolgdlnak. Tovabbi sorozatvizsgalatok és ezek statisztikai elemzése fogja
az cgyes vegyszerek értékének végleges sorrendjét megadni.

A felsorolt kisérletekben a gatlé hatas vizsgilatarél volt szé. Természetesen
ugyanezen szempontok szerint lehet a szaporodast eldsegité behatdsokat is tanul-
manyozni. A meghatdrozott mérvd stimulalast felmutaté koncentricisk kiszami-
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tésa a fentiek szerint végrehajthats. Amozgéétlagos dézis — hatas-gorbe hajlas-
szoge itt is hasznos tAmpontot ad a vegyrszerck értékeléséhez.

Befejezésiil készonetiinket fejezziik ki Nyexrges Palnénak (Sz6lészeti Kutaté Intézet) a vizs-
gélatokban felhaszndlt szaharomicesz- és aszpergillusz-térzs dtengedéséért.

ﬁsszenglalais

A mikroorganizmusok novekedését elgsegits vagy gatlé behatasok kvalitativ.
és kvantitativ megismerésére j6l felhaszr alhatk a sejtszaporodis-kinetikai méré-
sek. A néhany vegyszer kiilonbszé koncentraciGja jelenlétében baktérinmokkal,
élesztfkkel és penészekkel felvett szaporo dasi gorbék elemzése, a késlekedési fazis,
az exponencidlis szaporodési sebességi dllands és az sszes szaporulat kvantitativ
értékelése médot ad az egyes vegyszerek hatékonysiginak mennyiségi ssszehason-
litdsira és egyben bepillantdst nyujt a vegyszer hatdsmehanizmusaba.

A kisérletek soran 4j eljarast dolgoztunk ki a kizepes hatasd dézis megallapi-
tasAra és a szaporodasi sebességre gyakorolt hat4s kézelebbi, szdmszeri jellemzésére.

Erkezeit : 1954. mdreius 15.
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M3YUEHME KWHETHUECKHMX ¥YCJIOBUH, BIWANMWMX HA PA3SMHO}XEHHWE
MHWUKPOBHBLIX KIJIETOK -

K. Bam

Hayuno-iuccnenosarensckuit HHCTHTYT KOHCEPBHOM-, MacHolt-, u XonoguasHoil TTpombimen-
Hocru, Bymanewr

Pezmome

Mamepeinsa KHHETHKH Pa3MHOKEHIS KIETOK MOIYT FIBIATCHA MPHIOLHBLIME [JIS1 H3YYeHHs
KAYeCTBEHHBLIX H KOJMMYECTBEHHBIX YCIOBHH KAK 3ajCp)KHBAOIUX TAK CHOCOGCTBYOMMX DA3MHO-
JKEHHI0 MHKPOOPralH3MOB.

Tarie BO3NCHCTBHST HAPYLIAIOT OGLIKHOBEHHDIL X0 PAa3MHOMKEHHST MHKPOGHBIX KyJbTyp.
(L. prc.). XUMHYCCKHE PeArenThl O0IKHOBEHHO BBI3LIBAIOT M3MeHenHe (assl 1 (zameanennan dasa)
(L) w namenenue Temna xona gasst (1) (axconennuansyas 10 gorapapmuueckas dasa). Kpome
3TOr0 00BIKHOBEHHO H3MEHFAETCH M MAKCHMANBHOE HHC0 3apoiuiueil (G) B V. daze.

Haummin Hccief0BaHHAME, METOAOM TypOuanmerpur (14), H3y4anoch pasMHOIKCHUE Ky/b-
Typ Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus, Torulopsis utilis var. maior, Bacillus Cereus ¢ M3BeCTHBIMH
MCXOAHDIMIL YHCITAMH 3aPOfBIIIeH B MHTATENBHLIX CPeAax C PASHBIMM KOHLEHTPALMSIMM peareH-
ToB. lpH NErMADOYKCYCHOM KuenoTe, GeH3oifHOM KucnoTe, MypaBLHHON KucmoTe, cMmecH 3QUPOB
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opomyKcycHuIX Kicnor (Tlamnypon (A) AaTckoe KOHCEPBHPYIOmiee CPEACTBO) M LCTHIINHPHIM-
HITYyMOPOMH, H3 KPHBDLIX PA3MIIOIKEHHA (Hanpum. puc. 2) rpaduueckum TyTeM ONpPENETeH TIEPHO/L,
samegaeHnoi @assr (L), 2 U3 3KCIOHEHIHUANLHLIX (A3 BBYHCIEH TEHePALHOHHEIE CPOKH (T)
4 M3 TOCIEIHNX, KOHCTAHTHL CKOPOCTH pasmuoenust (K) wac—1207. cr.). Kpome atoro Onpe:
JEJTAIMCE MAKCHMAJILHBIC YHCa 3apojbleit (G ), yCTaHABIMBAEMLIC TIOCHE JUIHTENLHOIO TepHOIa
ppemenn. [lpn nnecuax (Asp. foelidus) WMaMepsUICA TEPHOJ 3aepIKUBAHUSA (L) u cropocrs
(K/mmfuac) DOKOBOTO PACIPOCTPAHERHA HA arape B uamke [etpu (4 puc.),

JUIs1 XapaKTepHCTHKI 3aAEPYKHBAICI0 JICHCTBUS CKOPOCTH DPAa3MHOMKEHUsS peareHTammu,
yKa3aHbl KOHICHTPALMIT, YMEHbIIAOLNIe HA 509, KOHCTAHTBl CKOPOCTEH PasMHOKeHHsT KOHTPOb-
HBIX, Ge3pPCAreHTHLIX MPO0 (M = 1034 CPEAHEro JeHCTBHs). NS BHIUMCHEHHS 5THX KOHILIEHTpa-
LM TIPHMEHSUICS METON CKOJIb3simedl cpepueii (2 Tadmauma), PAacCripoCTpaHeHHbI B CTATHCTHKE H
rpadHueckoro MM YHCAGHHOrD uHTepromuiposamusa (TomcoH (12) 203, crp.). Ons noapoGHOit
XapaKTePHCTHKH H3MEHEHITs] KOHCTAHTRl K yKagaHbl 4MCAa, XAPAKTePUIUPYIOLME YTON NAafeHHsA
KpHBOIT 103bl-B03ACHCTBUA, Hanpumep : wacruoe (Q) 103bl, 3amepixuBalonieii PasMHO)(EHHE Ha
80 npoueHToB (Dgy) M 03Bl CPEAHErD ACiicTBUA (M’ = Dg,).

BasKHOCTb 03HAKOMIIEHHA C YIJIOM TAIEHHS KPHUBOH JOSBI-BO3NEHCTBHS yKasana 9 u 10
pucyHkami. ToT peareHT 0GoJiee LeHHBI, ¥ KOTOPOTO 3HAYCHNE /M 1 Q MaNoE/HANPHMED NETHAPO-
yKcycHasa KacmoTta (9 pic.) nnx pearedt Ne 2 (10 puc.).

PeayneTaTe! 3HAYCHMIE ICHCTBIS CPEAHUX JI03 yKa3aHel B Tafmunax 1, 3, 4, u 5. — 3na-
uennsi K B 3aBIICHMOCTH OT KOHIEHTpauMM W300pajrKeHo HA pHc. 7.

Bimsinne Ha dasy saMeUIeHHs] M A MAKCHMAILHOE YHCJIO0 3apOojmmeii BUIHO H3 PHMCYHKOB
5 6 u 8.

Takoe H3yueHHe KHHETHKM PasMHOCHIs 00/1eruaeT BLIsICHUTL MEXAHU3M IeHCTRHA pearen
TOB (HampuMep COPEBHYWIIHECST B yrHeTeHuu : 1l puc. wmm 12 puc. 1 xpuBasi; paeiicteme
BAMsOILIEe HA 3amelneHHylo ¢asdy : 12 puc. 3 KpHBas, Hceoaenosaunnie PEaredTH OLEHEHBI
B CMbIC/IE TIONYYEHHBIX DC3YNBLTATOB YKa3aHHLIX HA puC. 7. — OcoGeHHO MoApOGHO M3yHanock
YTHETCHHE JETHAPOYKCYCHOH KMUCITOTOH (epMEeHTOB IKHBOTHLIX TKAaHeH M CONOCTABIIEHHE
peaynLTaTOB ¢ nuTepaTypHeiMM gaHubMu (CuBepc (11) fermpaporenasa smraphoi KHCI0TDBL), H
KaK0iH MEXaHH3M JICHCTBHS BO3MOYKEH B JAHHOM cryuae. (13 puc.) Yeranosmeno, uro s Bacillus
(13 puc. B nunnus), npu pH 7, npensarcreue pa3BUTHA MHKPOOPTAHU3MOB ITO KpaitHeil mepe yac-
THYHO CBA3AHO C yTHETEHHCM JCIMAPOTEHASE! SIHTAPHOR KUCHOTH, & npu Saccharonyces (C JuHMs)
u Aspergillus (I nunus) (pH = 4,75;) MexaHu3M YTHETCHHSI He TAKOr0 poga BBHAY TOTO,
YTO yrHETEHHe PAasMHOIKEHHA NPOHCXOMT RErMAPOYKCYCHOH KuenoTolt B 100 pas mMeHbmesd KoH-
UEHTpanHed [0 CpaBHEHHI0 yrHerenHeMm QepmenTta. IS [ONHOTO BRIACHEHHS [EHCTBMA MeXa-
HHM3Ma ECTECTBEHHO HEOOXOJMMO 3HATh JAHHLIE YIHETEHUS YKA3AHHOTO (EPMEHTA IPH MCHBLIHX
3zHauenusix pH.

JI03b61 CPEfHEro ACHCTBUSI M KOHLEHTPALMI TIONHOTO YTHETEHMS OTHECeHHHE Ha KHCJIOTY
HJIH HEHCCOLHIPOBAHHEIE MOJIEKYIIbL (MUKPOOHOIOTHYECKH [ieficTByonme momexynny) (8, 9, 10,
15) comocraBicHet B Tafnunume o,

Puc. 1.: Tnapueiiume (ass pasmHOReHHst GaKTepuii n aposxoxeid, OpuHaTa: norapium
yiCcna 3apojpiueit, adciycea : Bpems.

Purc. 2.:Kpusble pasMHoeris Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus B IpHCYTCTBHH HECKOMIb-
KHUX peareHTon.

Linppur Ha KPUBLIX YKA3BBAIT KOHUEHTPAUMIO PeareHToB (Mr/n). Opaumata : yoraphgm
yKcIa 3apojbied, abeupcea : Bpemsi/yac. — IuTarenanHas cpega - JAPOxOKEeBast BRITSHKKA (1450)
¢ nenrrosoM (0,5%), caxaposoit (19) u nydepom docdara u wurpata, pH = 4,75, Mexoguoe yueno
zapoapuneii :  1,8.105/mn. MakyGanuonnas Ttemneparypa: 31°C.

Puc. 3.: Onpepeneniie 1036l CPEAHErO NEHCTBHST METOAOM CKOMBISMIEH CPEeNHEl Il METO-
AOM TI'paHUecKOro MHTEPNOAMPOBaHHA npu Sacch. cerevisiae u »llanpypone.

VYenosust MCCNENOBAHME : TakHe Kak W mpu Tadmine 2.

OpruHATA : KOHCTAHTBL CKOPOCTH PasMHOKeHis (K) B mpomenTax 1o KOHTPOHLHOH mnpoGe
0e3 pearenTon, adcuucca : KOHUCHTPALMA peareHToB (Mr/i). 1. Janusie HccnenoBaunii. 2, CKOMb-
3AWAST CPEIHIs.

Puc. 4.: Kpusbie pasmHOennst Asp. foelidus B npuMCyCTBHH HECKONBKHX DEAreHTOR,
Lludppl yKasbIBAIOT HA KPHBBIX KOHLEHTPALMH PeareHToB (mr/im).

YcenoBus MecHe0BaHMil ¢ NHTATeNbHAS CPeia — APOxOKeBast BHTHKKA (1-4-50) ¢ menTo-
nom (0,59%), caxaposoit (1%), nydepom dochara u uutparta, Ha arape, pH = 4,25,

WnkybaunonHas temneparypa 31° C. Opaunata : muamerp Koncumm (mm); aficumcea:
Bpemsi/uac.

Puc. 5.: Bnusnne peareHToB HA 3aMeNTeHHYI0 (asy KpuBOH PasSMHOMKEHHS HECKOJb-
KHX MHKPOOOB.

Yemonus uconenosannit Saccharomyces: 1, 2. puc. ; Torulopsis 1., 3. Taén. Bacillus: 1, 4.
Tabna. ; Aspergillus 1., 4. puc. — Oppunara : samemtennas ¢asa (L) B gacax ; aGcumcca @ KOH-
HEHTPALUIA PEATeHTOR, TOHKUE HMAPHI 1 MI/JT, TOJCTHE WM(PH ; JIOF. Mr,1.
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Puc. 6.: Bmusuue pear
OpraHU3MOB.

YCI0BHS HCCIEROBAHMMA 1 TAKHE KAK M XIpM puc. 5.
3apoppieif (G) B 0e3 pearenTHOH KOHTDPONBHOER p
pearedra (Ma/m.).

Punc. 7.: Bausuue PCATCHTOB HA CFCOPOCTE PASMHOMKEHMST HECKOJLIHX MHKpOOpra-
HHSMOB. S : saccharomyces, T: Torulopsis, B: Bacillus, A : Aspergillus, Yciosns ncenenosanmst
Kar 1 mpy prc. 5. — Opauxara : KoncranTa cicopoern PA3MHO3KEHHS (k) IpoNeHT B Geapearent-
HOM KOHTPOIBHOH Tpode ; alcuicea @ KOHUCHT paius pearenta (M/T.).

Puc. 8 : Bausxue pearcutos nHa 3aMEIeHHYI0 Qasy KPHBOI PA3MHOMEHHS HECKOJIbKIAX
MITKpOOPrannamos S : Saccharomyces, T: Torzlopsis, B : Bacillus, A: Aspergillus. Ycnosus
HCCNeA0BAHMIL 1 KAK 1T npH puc. 5. — OpuHATA : 3ameTennasn tasza Buacax (L); abeumeca ;
KOHIEHTPAUMS pearedra (mr/m.). : ; ’ '

Puc. 9.: Pasubie aclicTeus mypasbM ol AETHIPOYKCYCHOH KHCIOT HA CKOPOCTH
pasmoskeHus Bac. Cereus. 1. HaTpueBasi COb OEIHADOYKCYCHOM KHCIOTBL 2. HATpHEBas COJIb
MYPABLMHOH KHCIOTH. YCI0BHS HCC/EI0BAHUS = Kak W Ans Tatbumuel 4, — OpAMHATA @ 3HAYCHMST
CKOJIb3ALICH CPEAHEIl KOHCTAHTL CKOPOCTH PA3MHOMKEHHS (IpOUEHT B 0e3peareHTHON KOHTPOMB-
HOIt mpobe) ; abcuucca : KOHICHTPAUMA pearemTa (ms1/r.).

Puc. 10.: KpbiBuie AeHcTBUs pasHeIX j03.

ODH,HH&TEIU: KOHCTAHTA CKOPOCTH PA3MHO >KEHHS [IPH YTHETEHMH (B npoLeHTax Ges pearenip
HOM KOHTPOJBHOH npobel) ; aGcumcea : KOHUETpauMsA peareHTa.

Puc. 11.: Bunsiupe H3MCHEHMA KOH LIEHTPALMH NPOMEXKYTOYHOT0 MeTadoyiH3Ma Ha
aKTHBHOCTb (epmenta (mo TuumensBya-y (4)) : OpammaTa : aKTHBHOCTL depmenra ; abermcea
KOHLEHTPALHS IPOMEYKYTOYHOT0 MeTaGoauTa. ’ :

Puc. 12.: BrmusHMe PasHBIX THIOB D EareHToB HA CKOPOCT Pa3MHOMEHHS MUKPOOPIa-
HH3MOB (0 T'mHmICIBBYI-Y (4)).

Opounata : KOHCTaHTa CKOPOCTH  DASMEOJKEHUA ; ADCIMCCA : KOHUEHTPAUMA peareHTa.

Puc. I3.: ¥Yruerarwmee meicrBiie HETHAPO-YKCYCHOH KHCIOTHL Ha ACTHAPOTreHAZY SHTAp-
HOM KMCIOTHEl M HA HEKOTOPBIX MHKPOOPraHM3MOR,

Opaunara : VYraerawomee jgeficteue (B TponenTax) ; abeumeca : morapudm KOHIIEHTPAIHHY
{Mon/n) NerHapoyKCyCHO# KMCIOTBL — A: YTHETEHHE [JETMAPOTEHA3Bl SIHTAPHOH KHCJIOTHI npu
pH = 7,4. no Cusepc u corpyn. (II).

B: yruetenue Bacillusa nprn pH = 7,0 (1., 4, Ta6n.)

C: yruerenne Sdaccharomyces npu pH = 475 (1., 1. Tabin.).

I : yraerenue Aspergillusa npn pH = 4,25 (1, 5. ra6n.).

TaOGnwunuoa 1.: BnusHue HEKOTOPLIX peareHToB HA CKOPOCTE DasMHOKeHust Saccharo-
myees cerevisiqe var. ellipsoideus.

Yenosua uccaegoBaHni @ Kak # Ansa puc. 2, — (1) HaumenoBaune pearenta, (2) 3uak
pearenta, (3) KOHUSHTPALUA peareHTa (Mr/i), (4) K : xoHcTaHTa CKOPOCTH Pa3MHOMKEHM S ; OTHO-
CHTEJILHOE 3HAUEHNE, (5) /77 1034 CPENHETO NeHCTBHS (Mryi), (6) B MHTEpBATE KOHLEHTpaLMi] MEXLY
160 u 320 mr/n Gosiee MPABHIBHO MOXKET OblTb YCTAHOBIEHO 3HAYCHHE /1 CCPHSIMH MCCIIEA0BAHU I
fosle¢ MEHBIUHX MHTEPBAJIOB.

Ta6auua 2.: Onpenemenye NO3I CPeRHErD MEHCTRMS CKOMBISAIIEH cpenueif. 3nauenne
KOHCTaHTH (K) CKUPOCTH Pa3MHOMKEHHSA M CROMb3stneit cpenuii npu Sacch. cerevisige var. ellips.
B [IPHCYTCTBHH PASHBIX KOHLEHTPawuil »I1aHaypor A« — VYeroBHSI HCCHEN0BAHME @ Kaic M st
puc. 2. — (1) woHUCHTPauus (Mr/n, (2) OTHOCHTensHOE 3Ha4CHHE, (3) CKOJL3AWAS CPenHIs.

TaGnauna 3.: Biausune HEKOTODEIX DEAreHTOB HA CKOPOCTH PasMuoikeHuss Torulopsis
ulilis var. maior. YCIoBHA HCCACAOBAHNN | TAK KAK M AJIS PHC. 2, 4 HCXOAHOE YIICII0 3apobIILIeii ;
3.3.10%mn — (1) Hammenosawne pearenta, (2) awax pearcra, (3) KoOHMenTparysA pearenta, 4
K OTHOCHTEIBHOC 3HAayenue, (5) m: 703a CPeNHEr0 3HAYCHHS {mr/m.).

TaOonuua 4.: BAHAHHE HCKOTODBIX PEAreHTOB HA CKOPOCTh pasmHOKenust Bacillus
cereus. [TATaTCIbHAS CpPENa : BRITSHKKA M3 3eTéHero ropomka (14-25) ¢ menromom (0,5%,), caxa-
pozoii (0,29), dochatom (nf15), npu pH = 7,00. — Mcxoguoe umeno sapognmed : 5,4.105 —
HMuxyOauuonnas temneparypa: 31°C — (1) Haumenosauune pearenTa, (2) smax pearenra (3)
KomeHTpanus pearenta, (4) K OTHOCHTENLHO® 3HAYEHHE, (5) m: po3a cpexHero meicTBIS (mr/n.)

TaGmuuma 5 : Bruanue HECKONBKIUX PEATEHTOB HA CKOPOCTH pasMHoxenusa Asper-
gillus foetidus Ycnopus vecieqoBaHuil @ TAKHE KaK H AJis puc. 4. — (1) HauMeHOBaHMe pearesra,
(2) suax pearenra, (3) KOHLUEHTPAuUsl pearedra (mr/n), (4) womcranTa CKOPOCTH PA3MHOKEHHST
(mM/uac), (5) otHocuTensHoe 3HaveHue, (6) m: moza CpefHero medcTeus (Mr/m.).

Tatauua 6. JlanHele 10361 CDETHEro JelcTBHS PeareuToOB M [AHHBIE TOJHOTO YTHe-
TCHMsT JUISI HECKOJNIbKHMX MHKPOOPTaHH3MOB.

CHTOB HA MaKCHMMaNbHOE YHCIO 3aPOABIIIEH HECKOJIBKUX MHKPO-
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(1) MUKPOOPrannam, (2) HCXOAHOE YUCII0 3apoabILLIet (rmerox/mu), (3) nosa pearesra (mn/T)
(4) npu cnabeIX KMCAOTAX MEPEUIICIEHHAS HA KHCI0TY, (5) mepeuncnennas ma we JHCCOLMUPO-
BaHHOe coenuHeHue, (6) Koco crosume LUH(PL : 1034 CpeaHero ReitcTBus, (7) npamo
CTOAMME UAPPHL: »IONHOEC YIHETEHHE.

Kinetic Examination of Factors Affecting. Growth of Microbial Populations
K. VA4S

Institute for Research in Canning, Meat Packing and Refrigeration, Budapest

Summary

Qualitative and quantitative relationships of factors promoting or hindering the growth
of microorganism can effectively be studied by kinetic measurements.

The above factors interfere with the normal course of growth of microorganisms ( Fig. 1).
Changes are usually introduced into the duration (L) of phase I (lag phase), and into the rate of
growth in phase III (exponential or logarithmic phase). Ordinarily, changes in the maximum number
of cells (total growth, G) in phase V (stationary phase) also ocecur.

In the present experiments the growth of Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus, Torulopsis utilis
var. maior and Baeillus cereus was studied turbidimetrically (14) in culture media containing various
chemicals. By plotting the growth curves measured in the presence of varying concentrations of
dehydroacetic acid (DHE), benzoic acid (BEN), formic acid (HAN) or of their sodium salts (DHE-
Na, BEN-Na, HAN-Na), of a mixture of esters of bromoacetic acid (the Danish preservative »Pan-
durol A«: PAN) and of cetylpyridiniumbromide (CPB) ( Fig. 2), the duration (L) of the lag phase
and the length of the generation time (T) were determined graphically. From the latter the growth
rate constant (k, hour-!)was caleulated (p. 207.). Finally, total growth (G) was measured after longer
periods of cultivation. — In the case of moulds (Asp. foetidus) the lag (L) and rate (k, mm/hour)
of lateral growth were determined ( Fig, 4).

In order to characterise the effect of chemicals ou the growth rate, concentrations (m :
medium effective dose) necessary to reduce k by 50% of the original value were calculated by
applying the wellknown method of moving averages { Table 2 ) and interpolating graphically ( Fig.
3) or algebraically [Thompson (12); p 208.]. As an additional characteristic of the effect of
the chemical on k, an expression denoting the slope of the dosage-response curve, e. g. the quotient
{Q) of the doses giving 80%, (Dy) and 509, {Dgy = m) inhibition, respectively, is calculated. —
The importance of knowing the slope of dosage response curves is illustrated in Figs. 9 and 10.
A chemical is more effective than the others tested simultaneously if its m and/or Q values are smal-
ler than those of the others [e. g. dehydroacetic acid { Fig. 9), or Chemical No. 2. in the graphical
example of Fig. 10].

Values obtained for the medium effective dose are given in Tables 1, 3, 4, and 5. In Fig. 7k
values are plotted as functions of the concentration of the chemical,

The effects on lag phase and total growth may be seen from Figs. 5, 6, and 8.

Studies on the kinetics of growth of microbial populations make it possible to gain insight
into the mechanism of action of agents affecting the life of microbial cells (e. g. competitive inhibi-
tion : Fig. 11, Fig. 12, Curve 1 ; action limited to the lag phase : Fig. 12, Carve 3.). Using the data
in Fig. 7, it was attempted to evaluate the applied chemicals from this point of view. — A special
study was devoted to find out what mechanism of action can be postulated for dehydroacetic acid
from a comparison of the present results and of data found in the literature [Seevers etal
{11)] concerning the inhibition of animal tissue enzymes (succinic dehydrogenase). It was found
( Fig. 13) that while hindrance of growth of Bacillus ( Fig. 13, Curve B) at pH = 7,0 may depend,
partly at least, upon the action of DHE on succinic dehydrogenase, in the case of Saccharomyces
{Gurve C) or Aspergillus (Curve D) this cannot be supposed : growth of these organism (at pH
4,75, and 4,25) was already prevented by DHE concentrations about 100 times lower than that
necessary to inhibit succinic dehydrogenase (in rat tissues at PH = 7,4 Curve 4). A complete
picture of the situation could only be obtained if inhibition data would be available for the above
enzyme at lower pH values,

From data of the experiments reported herein the concentrations giving 509, and »completec
inhibition were calculated ou the acid basis and on the basis of the undiszociated [i. e. microbiologi-
<cally active (8, 9, 10, 15)] compound, respectively ( Table 6). .

Fig. 1. Main Phases of Growth of Bacterial and Yeast Cultures. — Ordinate : logarithm
of cell numbers. Abseissa : time,

Fig. 2. Growth Curves of Sacch. cerevisine var. ellipsoideus in Presence of Certain Chemicals,
— Figures on the curves indicate the concentration of the chemical. (mg/l). — Ordinate : log c-11
count, Abscissa : time (hours), — Medium : yeast decoction (1 + 50) containing peptone (0,59%),
sucrose (19) and phosphate-citrate buffer (McIlvaine) pH = 4,75. Initial viable count : 1,8.10%/ml.
Incubation : 31° C.
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Fig. 3. Determination of the Medium Effe ctive Dose from Moving Averages by Graphical
Interpolation in the Case of Sacch. cerevisiae and »Pandurol A«. — Experimental conditions: as
in Table 2. — Ordinate : Growth rate constant (%) as percent of that of the control containing no
chemical, Abscissa : concentration of preservative (mg/1). Curve 1: experimental data, Curve 2:
moving averages.

Fig. 4. Growth Curves of Asp. foetidus in Presence of Certain Chemicals. — Figures on the
curves indicate the concentration of the chemical (mgfl). — Medium : yeast decoction (1 4+ 50)
containing peptone (0,5%,), sucrose (19;), phosphate-citrate buffer and 5%, of agar. pH = 4,25,
Incubation 31° C. — Ordinate : diameter of the colony (mm). Abscissa : time (hours).

Fig. 5. The Effect of Chemicals on the Lag Phase of Certain Microorganism. — Experimental
conditions : Saccharomyces : see Fig, 2. Torulopsis : see Table 3.; Bacillus : see Table 4. ; Asper-
gillus : see Fig. 4. — Ordinate : duration of lag (hours). Abscissa: log concentration of chemical
mg/1).

e Fig. 6. The Effect of Chemicals on Total Growth of Certain Microorganism, — Experimental
conditions : as in Fig. 5. — Ordinate : total growth (G) in percent of the control not containing
chemicals. Abscissa : concentration of chemical (mg/1).

Fig. 7. The Effcct of Chemicals on the Growth Rate of Certain Microorganism. — Experi-
mental conditions : as in Fig. 5. — Ordinate : growth rate constant (k) as percent of k measured
in the control not containing chemicals. Abscissa : concentration of chemical (mg/1).

Fig. 8. The Effect of Chemicals on the Lag Phase of Certain Microorganisms. — Experimen-
. tal conditions : as in Fig. 5. — Ordinate : length of lag (L) in hours. Abscissa: concentration of
chemical (mg/1).

Fig. 9. Different Actions of Formic and Dehydroacetic Acids on the Growth Rate of Bacil-
lus cereus. — Curve 1 : sodium salt of dehydroacetic acid, Curve 2 : sodium formate. — Experimen-
tal conditions as in Table 4. — Ordinate : moving averages of the growth rate constants (in percent
of the control not containing chemicals). Abscissa : concentration of chemical (mg/1).

Fig. 10. Various Dosage-Response Curves. — Ordinate : inhibition (in perecent as compared
with the control) of the growth rate constant. Abscissa ; concentration of chemical.

Fig. 11. The Effect of the Concentration of Intermediate Metabolite on the Activity of
Enzymes [After Hinshelwood (4)]. — Ordinate: enzyme activity. Abscissa : concentration
of intermediate.

Fig. 12. Various Types of Chemical Effects on the Growth Rate of Microorganisms [After
Hinshelwood (4)]. — Ordinate : growthrate constant. Abscissa : concentration of chemical.

Fig. 13. Comparison of the Action of Dehydroacetic Acid on Succinic Dehydrogenase and
on the Growth of Certain Microorganism. — Ordinate : inhibition (%). Abscissa : logarithm of
concentration (mole per litre) of dehydroacetic acid. — Curve A4 : inhibition of dehydroacetic
acid at pH 7,4 according to See vers and collaborators (11). Curve B : inhibition of the growth
of Bacillus at pH = 7,0 (see Table 4.). Curve C : inhibition of Saccharomyces at pH 4,75 (sce Table
1). Gurve D : inhibition of Aspergillus at pH 4,25 (see Table 5.).

Table 1. Effect of Certain Chemicals on the Growth Rate of Saccharomyces cerevisiae var.
ellipsoideus. — Experimental conditions as in Fig. 2. — (1) chemical, (2) notation (3) concentration
(mg/1), (4) growth rate constant (k), relative values (5), medium effective dose (m ; mg/1), (6) to
get a more reliable value of m, a new, more finely graded experiment should be performed in the
range 160 to 320 mg/l.

Table 2. Determination of the Medium Effective Dose Using the Method of Moving Aver-
ages, — The value of growth rate constants (k) and their moving averages in the case of Sacch-
cerevisiae var. ellipsoideus at various concentrations of »Pandurol A«. — Experimental conditions :
as in Fig. 2. — (1) concentration (mg/1), (2) relative value, (3) moving average.

Table 3. Effect of Certain Chemicals on the Growth Rate of Torulopsis utilis var. maior. —
Experimental conditions : as in Fig. 2. Except that here the initial count was 3,3.105/ml. — (1}
chemical, (2) notation, (3) concentration (mg/1), (4) growth rate constant (k), relative value, (5)
medium cffective dose (m; mg/l).

Table 4. Effect of Certain Chemicals on the Growth Rate of Bacillus cereus. — Medium ¢
pea extract (1 + 25) containing peptone (0,5%,), sucrose (0,2%) and phosphate buffer (M/15);
pH = 7,00. Initial count : 5,4.10%/ml. Incubation : 31° C. — (1) chemical, (2) notation, (3) concen-
tration, (4) growth rate constant (k), relative value, (5) medium effective dose (m ; mg/1).

Table 5. Effect of Certain Chemicals on the Growth Rate of Aspergillus foetidus. — Experi-
mental conditions : as in Fig. 4. — (1) chemical, (2) notation, (3) concentration (mg/1), (4) growth
rate constant (mm/hour), (5) relative value, (6) medium effective dose (m ; mg/1).

Table 6. Doses Giving 509, and »Complete« Inhibition of Certain Microorganiems. — (1}
Microorganism, (2) initial count (celté/ml), (3) required amount of chemical (mg/l1), (4) on acid basi®
(in the case of weak acids), (5). ¥ndissociated., — Figures in italics: medium effective doses,
figures in Roman type : »complete« inhibition.



