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Turbidimetriis sejtsiiriiség-mérés
VAS KAROLY

Konserve, His- és Hiit§ipari Kutatéintézet, Budapest

Bevezetés

Mikroorganizgusok tenyészeteiben az egységnyi térfogatban 1évé sejtek
szAmdt (»esiraszime), illetdleg a sejtanyag mennyiségét (»sejtsiiriiségw) sokféleképen
szoktdk mérni. Ha csak az él§ (szaporodasra képes) sejtek szamarél van suzo,
tenyésztéses eljarasokat kell alkalmazni (lemezontést vagy a higitésos modszert).
Ha az gsszes jelenlevid scjtek meghatirozasa a cél, akkor sok, részhen direkt, rész-
ben kézvetett eljards johet szamitdsba. Igy pl. a mikroszkdpos szamolas (hema-
citométerrel), a sejtszarazanyag szlirés vagy centrifugilias utdni meghatirozasa,
a sejttémeg nitrogéntartalminak mérése, valamely jellegzetes anyageseretermék
meghatirozésa sth. Ujabban leginkibb a mikrébasejtek szuszpenziéjanak zava-
rossigil szoktdk mérni, mégpedig vagy az dltala elnyelt fénnyel (turbidimetria)
vagy a rdesG fény szérddasival (uefelometria). Ezek ma a legkényelmesebh, leg-
gyorsabb és igy sorozatvizsgilatokra legalkalmasabb eljarasok.

A tapasztalat azt bizonyilja [példaul Monod (3)], hogy ha egyforma
alakii, de kiilonb6z6 nagysagi sejtekrdl van szd, a kapott fényelnyelés, illetsleg
fényszorédds nem annyira a ml-enkénti scjtszdmtol, mint inkdbb az egységnyi
térfogatban levd sejtanyagmennyiségtél, tehat a »sejtstriisége-tol fiigg. Minden-
esetre, ha nagységrendileg azonos sejtek szuszpenziéjarél van szo, akkor a csira-
szémra is lehet kiovetkeztetni az optikai adatokbdl.

Az eljardsok a fényelnyelés és fényszorédas jelenségein alapszanak. Mestre
(2) szerint a mikribasejtek szuszpenzidjara es§ fény (Py) egy kis része a késziilék
ivegrészein reflektdldodik, elnyelddik a szuszpenziéra jutas elfrt. A maradék
fény (Pm) egyrészét (Py) elnyelik, egy maésik részét atengedik magukon vagy
reflektaljak a sejiek, ez a szorédott fény (Ps). Amaradék (P,) eltérités nélkiil megy
tovibb a megvildgitds irdnyaban. Végil is a mérdkésziilék leolvass részébe, ille-
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téleg a fotocellara P fény jut. A szuszpenzié optikai siiriiségét (extinkeidjat) a

P.’?l
D = log —
gP

képlet adja meg. A P értéke a P,-bél és a szirédasnak a fény irdnydban jelent-
kezéi részébdl (d - Ps) tevddik ossze. Vagyis D =log Py —log (P, +-d - Py,

Nagyobb toménységii szuszpenzidkban a d faktor nagyobb és igy az extink-
ci6 értéke kisebb lesz, mint azt a sejtslirtiség alapjan vérni lehetne, Ezért van az,
hogy a sejtsiiriiség és a fényelnyelés, illetbleg fényszorodas kozott az osszefiiggds
nem linearis, Gorbiilt vonalat kapunk, ha ismert sejtstirtiségd szuszpenzidk optikai
adatait koordinatarendszerben felrajzoljuk. Minden esetben ilyen kalibraciss
gorbét kell tehat szerkeszteni, melybgl grafikus interpolélassal lehet a fékisérlet-
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ben kapott optikai adatokbél a sejtsiiriségre kivetkeztetni,
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A grafikus interpolalds ismert mchézségei, illetéleg pontatlansiga miatt
hasznos volna, ha a mért turbidimetrias, illetleg nefelometrias adathél képlet
vagy tablazat segélyével lehetne a stlirviséget kiszamitani.

Ilyen iranyban régebben Mestre (2) és Longsworth (1), tdjabban
pedig Toenmnies é Gallant (4) ~wégeztek kisérleteket. Az elsé két szerzd
sajat szerkesztésd fényelektromos kolowiméterrel tivegkiivettaban, fehér fényben
mérte a szuszpenzidk fénvelnyelését.

Mestre azt tapaszialta, hogy specidlis készillékében FEscherichia coli
koriilbeliil 10°—10° sejt/ml-es szuszpenzidival dolgozva, 0,007 és 0,484 kozotti
extinkcioknal linedris dsszefiiggés mutatkozik, nagyobb koncentricidknal azon-
ban mér gérbe vonal jeilemzi a (sejtsiiriség: fényelnyelds)-vsszefiiggést.

Longsworth tovibbmendleg képletet is 4llapitott meg erre az dsszefiggésre :

D=a-Cc—g2-C? o

ahol D az extinkeid értéke, € a sejtsliriliség, o és § allandok. Ez lathatélag egv
parabola egyenlete. . acidophilusndl o = 0,505, f? = 0,0725, éleszténél (S.
cerevisiae Hansen ) « = 0,358, % = 0,0064 volt 0,003 és 0,433 kozotti D-értékek
esetén.

Toennies é Gallant a fenti képlet tovabbfejlesztésével megkisérel-
ték a kalibraciés gérbe legorbiils, nem linearis szakaszét kiegyenesi'eni, hogy a
ténylegesen mért, korrigdlt (a kontrol-oldat, a szuszpenzids kozeg értékével csok-
kentett) extinkcié-adatokat (NOD = netto optikai slirliség = extinkeié x 1000)
a sejtslirliség egyenes fiiggvényeivé lehessen atalakitani (AOD : abszolut optikai
stiriség = extinkcié X 1000). Azt talaltak, hogy az

AOD = 5000 — 100 - |/ 2500 — NOD, illetéleg az
AOD = 1800 — 100 - |/ 321,33 — 0,33 NOD

képletekkel a 0 és 196 kouzbtti, illetéleg a 197 és 1000 kézétti NOD-értékeket a
relativ baktériumkoncentricidval linearis fsszefiiggést adé AOD-értékekké lehet
atalakitani, legalabb is L. arabinosus 8014, L. brevis 8257, L. casei 7469, L. fermenti
9338, Leucon. mesenteroides P-60, 8042, Streptococcus faecalis 9790 és Str. faecalis
8043 esetén. NOD = kb. 1000 fsl6tt egy djabb, bonyolultabb képletre van sziik-
ség. Ezek a szerzfk kémesében, 675 mu-os sulyponti sziirGvel, Coleman-spektro-
fotométerekben mérték a szuszpenzidkat és jo egyezést taldltak a relativ sejt-
stiriiség és az AOD kozott. A vizsgilt tejsavbaktériumokra a fenti képletek alap-
jan kalibraciés tablazatot szcrkesztettek az AOD-nek NOD-bél valo kozvetlen
kiszamitasara.
Sajat kisérletek

Nefelometrids médszer esetén rendszerint kémesdvet hasznilnak, a turbidi-
metridsnal, mint lattuk, két lehetfség van. Az egyik megoldasnil a szuszpenzidt
planparallel iiveglapokkal hatdrolt, ismert rétegvastagsiagot adé kiivertdban
mérik, a masiknil magiban a kémecsSben. Az utéhbit csak az ilyen célokra szer-
kesztett tjabb tipusi késziilékekben (példaul Lumetron, Coleman stb.) lehet
kozvetleniil elvégezni. A régebbi tipust fotométerek kémesd befogaddsara Atala-
kitas nélkiil nem alkalmasak.

Minthogy egyéb vizegilatainkhoz nélkiilozhetetlen volt a sejtsfirliségnek
ngyanabban a kistémegii szuszpenzioban az id6k folyaman valé sokszori mérése,
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a kitvetids megoldast nem lehetett alkalmazni. A nefelometrias eljaras — nagy
érzékenysége miatt — nagyobb sejtsirliségek esetén nem hasznéilhaté, s igy a
fényelnyelés kémesSben valé mérésére kellett médot talalni. Megfelel§ kémesé-
adaptert szerkesztettiink tehar, mely a Pulfrich-féle Stufenphotometer-ben is
hasznalhatd. A 18 mm kiils§ Atmérdji kémesovet méréskor egy 20 mm-es, vizzel
toltott fotométer-kiivettaba helyeztitk és ezen a most mar planparallel falakkal
hatarolt rendszeren bocsitottuk 4t a fényt megfeleld, 8 mm atmérsjd, kéralakd
kivagassal ellatott fénysziiki:d (blende) kézbeiktatasdval (1., 2. 4bra).

fgy a kémes henger-feliilete miatt a laitémezdben »szaraz« kémesé hasznalata
esetén [ellépd, zavard titkrozédés teljesen megsziintethet§. — Kontrolként az
adapter masik oldaldra egy tapoldattal, illetéleg a higité folyadékkal ellatott
kémesdvet helyeztilnk egy masik, vizzel telt 20 mm-es kiivettdba.

A méréshez altaldban a 065 mu-os silypontd (S 66) sziirét alkalmaztuk,
miutdn a hasznalt steril tapoldatok itt mutattak abszorpciés minimumot.

Az cljaras hasznalhatosagat, illetSleg hiba-
forrdsait néhiny éleszifvel és baktériummal
tanulméanyoztuk.

Megallapitottuk el@szior, hogy a rendelke-
zésiinkre all6 kémesSkészlet dtmér( szempontja-
b6l mennvire egységes. 40 db, taldlomra kivett
18 » 180 mm-es kémesd kiilsd Atmérdjér tols-
mércével megmértitk (2 cm-re a fenék folott)
és akémesd kiriilforgatdsaval kapott legnagyobb

L]

1. dbra 2. dbra

A kisérleti berendezés vizlata, 1: kémcst; 2: vizzel A kémesG-adapter képe,
telt kiivetta; 3: kémesGtarté a Pulfrich-késziilékhez.

atmérdértéket feljegyeztitk (1. tablazat). A kémes6készlet nem egészen egységes
mivolta, mint lathatd, nem jelenthet kemoly pontatlansagot.

Megvizsgaltuk aztdn, hogy maga az extinkecié-leolvasids milyen hibaval
jar. Ugyanazt az é8leszt8szuszpenziét (Sacch. cerevisioge var. ellipsoideus) ugyan-
abban a kémecsdben negyvenszer egymisutan extinkciéra megmértiik (minden
mérés 3 leolvasas kozépértéke). Abbél a célbdl, hogy kiilonbdzs extinkeid-savok-
ban is megismerjiik a leolvasas hibjat, higabb és tsményebb éleszt§szuszpenzidk-
ban is végeztiink méréseket, minden esetben negyven leolvasasi kozépértéket
3—3 leolvasasbél hataroztunk meg. Az eredményeket az 1. tdblazat szemlélteti.

Lathatd, hogy a vizsgalt extinkeié-kézben a standard eltérés abszolit értéke
nem nagyon ingadozik, relativ értékben természetesen a kisebb ecsiraszimok-
nal nagyobb.
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Megvizsgaltuk tovabba, hogy a killénbizd kémesévek hasznilata mint
befolyasolja a kapott fényelnyelést. Ugyanazt az élesztGszuszpenzit 40 kém-

csbben (melyek dtmérgjét az elshb emlitett médon meghataroztuk) extinkcidra

megmértitk, Mindegyik esetben a szokott 3—3 leolvasas kizépértékét feljegyezve,
az adatok kézépértékét és a standard eltérést az 1. tablazat mutatja.
Megéllapithaté mindezek alapjan hogy a médszer hi
Az eljaras a biolégiai vizsgalatok kévetelményeit kielégiti,
Miutdn a turbidimetrias sejtslirliség.
legtobbszir valamely mikrébatenyészet

bai nem tdl nagyok.

, illetdleg csiraszammérések végst célja
szaporodasinak nyomonkévetése, még
1. zablizat

A mérési mmédszer hihsi

|
1 (%) 3
Kﬁzé(pe)érlék I Si?t’:f:;d Var. kc()u]ff. (%
. |
A kémestkészlet atmérdinek ingadozisa
(10 db keémesd) (4) oovnnnii i, 17,56 mm 0,25 mm 1.4
| Csiraszdm 3 _—
ml-enként(7) Extinkcidé (8)
Ugyanaz a szuszpenzié ugyan- 4.30.10° 0,289 ’ 0,009 3.2
abban a kémcs6ben mérve 8.60.10° 0,554 0,012 2,2
40-szer (5) 1.73.10° 0,949 0,009 1.0
3.45.107 1,430 “ 0,016 11
Ugyanaz a szuszpenzié 40 db
kiilonbéz6 kémesében mérve (6) 0,968 0,018 1,9

egy szempontra ki kellett terjeszkedni az eldvizsgalatoknal. Baktériumok szapo-
rodési viszonyainak targyalasanal szokta megemliteni a szakirodalom,
sejtek dtlagos méretei a szaporodasi gorbe kiilonbz§ szakaszaiban mas és mas
értékiiek. A logaritmikus (exponencialis) fizisban kisebbek a sejtek, mint a gyor-
sulé szaporodasi, és nagyobbak, mint a stacionfrius szakaszban. Az egységnyi
térfogatban levé baktériumok szdmanak és azok témegének viltozasa tehit nem
halad teljesen parhuzamosan. Miutan pedig az extinkcidadat elsGsorban a mikréba-
tomegre vonatkoztatott 16ménységgel (sejtstirliség) van osszefii gésben, virhats,
hogy a sejtszdmra az extinkciébdl nemy lehet pontosan kvetkeztetni.

Megvizsgaltuk, hogy éleszténél milyen kiilsnbség van meghatarozott
csiraszdmi élesztszuszpenzick fényelnyelése kiszott, ha az egyik esetben aloga-
ritmikus, a masikban pedig a stacionarius fazisban van ugyanaz az élesztg.

Harom napos, staciondrius fazisban lev{ Tokaj 22-tenyészethél (0,5 %
peptonos, 0,5 % kristalycukros élesztéfézetben, pH = 4,90, 30 ¢°-on inkubalva)
higitasi sort készitettiink (deszt. vizzel) és ennek mindenegyes tagjat tiz kilonbézs
kémesdben (17,3—17,9 mm kiilss atmérf) extinkcidra megmértitk (3—3 leolva-
sds). Ugyanakkor megillapitottuk az eredeti szuszpenzié esiraszémat Biirker-
kamras szamolassal,

Készitettiink ugyanebbil az &lesztébsl az elgbbi tépoldathan egy exponen-
cidlis fazisban lev§ tenyészetet is (11 6ras inkubals 30 C°-on), melybél — forma-
linos szaporodasmegallitas utén (2 tf. Yo 40 %-0s CH,0 oldattal) — szintén higi-

hogy a
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tasi sort allitottunk el§ és az elébbi kémcstvekben a mar vézolt médon fény-
elnyelésre megvizsgdltuk. A csiraszimot a kezd8 szuszpenziéban ugyancsak
Biirker-kamris szimolassal allapitottuk meg. A kapott adatokat a 3. abra
szemlélteti. A fiiggdleges vonalkdk a standard eltérés nagysagat jelzik.

Mint lathaté, a stacicnirius és az exponencialis szaporodasi szakaszban
levd éleszték méretei kizott szignifikdns a kiilonbség. Az extinkcié-adatok mégis
gyakorlatilig mindkét fazisban koriilbelill egyforman engednek kévetkeztetni az
éleszt8szuszpenzié csiraszidmara.

Baktérivmoknal ezeket a méréseket nem végeztiik el ilyen részletesen, dgy-
hogy az ott kapott extinkcié-adatok szigorian véve nem a csiraszdmra, hanem
a baktériumtémeg-koncentriciéra (sejtsiirtiségre) vonatkoznak.

Eleszts- és baktériumszuszpenziok [Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus Tokaj
22, Balatonfiired 2, Torulopsis utilis var. maior (Thaysen et Morris), Corynebact,
michiganense és Bacillus sp.] higitasi sordnak a fenti késziilékben valé mérése.

2, tabldzat
A sejtsiiriiség és a fényelnyelés tsszefiiggése

S. cerevisiae var. ellipsoideus, Tokaj 22-nél 180 1
|
1 (2)
Relativ Korrigalt 2
sejtsiirliség extinkeid N
) ) 37
3
B
0,08 0,34 g
0,12 0.47 S50
0,16 0,58 b
0,2 0,68
0,24 0,78
0,28 0,86
= - I
0,40 1,05 Shzsi (i)
0,50 1.23 3. dbr
0,60 1,32 o - avra
0,70 1,42 A csiraszdm &s az extinkcid Gsszefliggése S. cere-
0.80 1,50 visine var. ellipsoideus, Tokaj 22-nél a szaporo-
0,90 1,58 das exponencidlis (logaritmikus) és staciondrius
1,00 1,65 tazisaiban. 1 = logaritmikus fazis; 2 :stacio-

o e narius fazis.

tovabba egy irodalmi adat [Sir. faecalis, Toennies és Gallant (4)] tjraérté-
kelése arra a felismerésre vezetett, hogy 1. linearitds a sejtstiriiség és a fény-
elnyelés kozott legfeljebb csak kis extinkcié-ériékekig tapasztalhaté. 2. az
1,4—1,6 extinkcidig terjedd abszorpeiét mutaté szuszpenzidk higitdsi sordndl
jelentkezd (scjtstirliség : fényelnyelés)-osszefiiggés nem parabolavonalat ad. Erre
itt csak egy példit hozunk fel.

Sacch. cerevisiae var. ellipsoideus Tokaj 22 egy szuszpenziGjabdl a tapol-
dattal (pepton-krist. cukor-foszfat-citromsavas éleszt6f6zet) higitdsi sort készitve,
a 2. tablazatban lathatd adatokat kaptuk.

Ha Longsworth egyenlete érvényes akkor a
-1-2- = a—f* - C, illetéleg — eddigi jelzéseinkkel: — Y —a—p
x
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dsszefliggés érielmében Y
x

kell kapni. Amint a 4. dbra 1. gorbéje Dutatja, ez nem All fenn.

Ezeket az adatokat és egyéh méréssorozatok eredményeit tanulményozva,
tobb sikertelen prébilkozas utan azt talaliuk, hogy a kapott pontok leginkabb egy

x
ax 4+ b

értékét az x fliggvényében dbrazolva, egyenes vonalat

tipust hiperbolanak felelnek meg : ugy anis = értékeit . fiiggvényében felraj-
x

B
zolva, altaliban — a nagyon kis extink cig-adatok kivételével, melyek csak pon-
tatlanul hatérozhatdk meg egyenes vonalat kaptunk (4. dbra, 2. girbe),
A hiperbola egyenleté: a legkisebb négyzetek elvének felhasznalasival

szamitottuk ki a kisérleti adatok reciprokjaibdl. Ha ugyanisi =Y ési =X

k4

¥ X
L akkor a hiperbola egyenlete igy fr-
7|y haté fel :
(X Y=a}bX
A legkisebb négyzetek elve alapjan
214 2 a és b kiszdmithato az
Niat+ XX -_YXY=0
gL X - EXE_ T XY =0
a
i egyenletrendszer megoldasaval.
7 ¥
20 -
712 Y oezzxrgre 708
70
L7 i X’
-20 -70 70 20 (105}
- a5 7 15 X e
J 70 7% 7
. X --20
4. dbra 5. dbra
A sejtsiiriiség (x) € a korrigalt extinkeio (y) A sejtslirtiség (csiraszamban megadva: x°) és
Gsszefiiggése a Tokaj 22 éleszténél. 1: y/x és x a korrigalt extinkeid (y) dsszefiigzését kifejezs
Gsszefiiggése ; 2: lfy és 1/x dsszefiiggése. hiperbola alakja,
A fenti példara kiszamitva :
15a - 56,770 b — 17,966 = 0
56,77 a 4+ 356,692 b — 97,060 = 0
a = (0,422
b = 0,205
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tehat a sejtsiirtiség (x) és az extinkeié (y) az

X

P s .
0,422 - x | 0,205

képlet szerint fugg dsssze egymassal. Ha az x ériékeit nem a relativ koncentricié-
val, hanem a Birker-kamraban megszdmolt csiraszdmban (x’) fejezziik ki, akkor,
miutdn x = 1,00 megfelel 4,45.107/ml esiraszamnak :

’

X

X =
4,45 - 107

és igy a fenti képlet a kovetkez8kép médosul (5. abra):

’

X

T 0,422 - 2 +9,123.10¢

X

A képletekkel, adott csivaszdmokra kiszdmitva a fényelnyelést és ezt a tény-
leg tapasztalt értékekkel dsszehasonliiva, a 3. tablazatban lathaté adatokat kapjuk.

A mért és a szdmitott y-értékek kozotti dtlagos eltérés 1,8 94 koriil van.
A korrelaciés index (a girbe mentén): ¢ = 0.99975.

3. tabldzat

A ténylegesen mért és a hiperbola-képlettel szamitott
extinkeié-értékek Gsszehasonlitdsa S. cerevisiae var.
ellipsoideus, Tokaj 22-nél

) | @

Sejtsiirdség Extinkeid
(csiraszimban (3) v @
kifejezve) : mért szfimitott
<) ) ¥m) (¥32)
3.6 -10° 0,340 0.335
5.3 -10° 0,470 0,469
7.1 -108 0,580 0,587
8,9 108 0,680 0,691
1,07-107 0,780 0,784
1,25-107 0,860 0,866
1.42-107 ‘s 0,920 0,941
1,56-107 i 0,970 0,992
1,78-10’ 1,050 1,070
2,23-10! 1,230 1,201
2,67 107 1,320 1,308
3,11-107 1,420 1,399
3,56 107 1,500 1,474
4,00- 107 1,580 1,539
4,45-107 1,650 1,592

Hasonls eljarast alkalmazva, néhany kisérlet, illet8leg irodalmi adat szami-
tasinak eredményét a 4. tédblazat adja.

Mint lathato, a hiperbola-képlet nagyon kiilénb6z8§ mikroorganizmus-tipu-
sokra, kiilonbozd készilékekben és mérési kiirilmények kozstt alkalmazhato.
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A mért extinkcionak sejtstirtiségre, illetéleg csiraszamra (4llandé atlagmé-
retli = standard sejtek feltételezése esetén) valé Atszamitdsa igy a kalibracios
pontokbdl gérbe rajzoldsa és grafikus interpolilas nélkiil is megtorténhet. Még
jobban konnyiti az Atszdmolést, ha a képlet alapjan minden varhato korcgalt
extinkeié értékre kiszdmitjuk a sejtsiirdséget az

képlet alapjan, s az értékeket kalibracids tablazatba foglaljuk.

6sszefoglalzis

KémesGadaptert  szerkesztettiink mikréba-szuszpenziék  turbiditasanak
Pulfrich-fotométerben valé mérésére.

Vizsgaltuk néhény tényezének a mérés pontossigira gyakorolt hatésit.

Azt taldltuk, hogy a sejtsiiriiség és az extinkcié viszonya legjobban egy

. x

¥ ax -+ b ‘
alakid hiperbola képletével irhaté le. Ennek az osszefiiggésnek a felhasznilasaval
a kalibraciés adatokbél grafikus szerkesztés nélkiil kozvetleniil kiszamithatok,

illetéleg az elfre elkészitett tablazathél kikereshetSk a kisérleti extinkeié-adatok-
nak megfelel§ sejtstirliség-értékek.

FErkesett : 1954. februdr 16.
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OMPEAEJEHUE T'YCTOTBI KJIETOK* MPHM [TOMOUIM MYTHOCTH

K. Bam
HceenepoBarenscknil Mucrtutyt KoucepBHOM, MscHoi u XOm0AHILHOM TpomblLLIeHHOCTH

Pesrome

MyTHOCTb Cycrensun MIKPOUHBIX KIIETOX B 3aBHCMMOCTH OT WIHCAA 3apOiblueif T. e. OT
IyCTOTHL KIIETOK HCCACA0BANACE GUTOMCTPOM  Tlynws@puxa OpH MOMOUM NpOGHPOK-afanTepa
(1 1 2 puc.)

Hcenetonaemas cycnienaus HamMBanach B [poGHpKy muamerpa 18 M. a npofupka mome-
uasiach B Kiosery 20 mm. JUis 0TCTpanenust MELuanomux pedeKcHii, KIOBeTa HaNHBanach BOJ0i
U IIPHMEHANACH KojablooOpasHas Ollenja jHameTrpa 8 m.

Yeranopiacna ommoka uamepeduit. KoneGanue quameTpoB NpoGHpPOK, HEOIpPEIETeHHOCTL
1IIPH YCTAHOBEHIHN SKCTHHKIIL (P PA3HBIX Ty CTOTAX KJIETOK) M OWHOKA NONYYeHHAS C NpUMe-
HCHHEM PasibiX NPOOHPUK, KAK BUAHO U3 TAOMHLILL 1, He BeuKH. [1pH HCCIeNO0BAHNM 34BHCHMOCTII
YMCIA BAPOABILCH OT MYTHOCTH BLIICHIIIOCH, YTO CHPHU(MKAHTHAS PA3HUIA CYHIECTRYET MEMAY
APOGHARAMH B IKCIOHCHIHANBHOH H B CTAUMOHAPH 0 dase Sacch cerevisiae var ellipsoideus, Tokaj, 22
(3 puc.) HO DPAKTHYCCKH JANHBIC 3KCTHHKIMH T03BOJIAIOT B KAMIOH ()aze 0JMHAKOBO
OIPEAENHTEL YHCAD 3aAPOAbILCH B APOMIKCBBIX  CyCIEH3UAX.

YCTaHOBICINO, 970 3ABUCHMOCTL MYTHOCTH OT TYCTOTHl KIETOK H300PAYKACTCH IHIEp-
0070/ 110 ypaBHEHHIO

_ X
¥ ax + b
TAE: ¥ — HCHPABNCHHAS IKCTHHKIHA (C BBIMETOM 3KCTHHKUMI CYCIeHAMpPYyomeit cpeae.)

X — TCYCTUTA KJCTOK,
Hposoxasut Tokaj 22 MPHBOJMTCH TIPHMEP HA PHUC. 4, TAC HATIAAHO BHAHO, wro GOpMy/IA napa-
Goner (D = «:C ~ f#-C*; Longsworth, 1936) 1pn ganHbIX yCIOBHAX HE B CHIE (—?: %HC;
= x 3aBUCHMOCTL HC JIHHCAPHAST), & [JAHHLIE, ITONMyuYeHHBIE U3 GOPMYNE THepGO/Bl COBMNAAAT
AOCTATOYHO C HAHHLIMII HCCIACHOBAHUS (33HHCHMCTI:? Mo IPHOJTHSUTENBHO JHHEAPHAR).

[locne BHUMCICHHS KOHCTAHT @ M b BBIIECKA3aHHON (OPMYJIbI 3 JAHHBIX NOJYYeHHLIX
TIPH HCCHENOBAHMH HECKOJIBKHX PAa3BoJ0K GaxTepuil m ApOnoKei, M npeofpa3zoBamuem JHTepa-
TYPHLIX JaHHBIX yCTAHOBIEHO UTKIOHEHME BBIYEICJIEHHBIX IAHHBIX OT (akrtuueckux (3 u 4. Tafn.),
OKA3aJIICECH HESHAUNTENIbHBIM H CPETHEE KONeGAHME OTHOCHTENBHO MajbIM.

INpumeHeHHeM BBINCCKAZAHHOH 3ABUCHMOCTH, M3 JAHHBIX KaNHOPUPOBAHMS ML M3 [10-
CTPOGHHOMH TADIMILI HEMOCPENLTBCHHO, Oe3 rPAGHYECKOTO TIOCTPOCHHS MOYKHO BBIMHCIUTE TYCTOTY
KJIETOK COOTBETCTBYHINYI0 JaHHBIM S9KCTHHKIHH

Tadn 1.: Owmbky MeTofa NpH CyCneHsuu Apoxoxei: (1) cpenHee sHavenHe (2) cran-
AapTHOE OTKIOHEHME (3) BapuauMOHHBIH KodpULMenT (%) (4) Konefanue AMameTpoB NpoOHPOK
(40 wr.) (5) omubra 40-pasHOTO M3MEPEHMS CYCHeHSHH B TOMJIECTBEHHO mpobupke (6) owmiKa
M3MEPEHHST TOMACCTBCHHO cycrensu B 40 pasHeix npoubpkax (7) unceno sapoasiei (MJT) (8)
IKCTHHKIIHS.

Tabmn 2.: 3aBUCHMOCT TYCTOTBI KIETOK OT IOIJOLICHHMS CBETA IpH S. Cerevisiae
var ellipsoideus, Tokaj 22 (1) OTHOCHTENBHAS ryCcroTa KIETOX (2) HCNPABACHHAS IKCTHHK-IHSA,

Taodn. 3 : Conocrapnenne (AKTHYECKMX [IAHHBIX OKCTHHKIMHM € BBIYHCIEHHbIMH
u3 opmynsl runeplons npn 8. cerevisiae var. ellipsoideus, Tokaj 22 : (1) rycrora KmeTox
(KaK uMCio 3aponbuueii) (2) SKCTHHRUMA (3) H3MepenHasn (14) BbIMHCICHHAA M3 QOPMYILL

Xl
Y= D422 % ¢ 0023 - 108

Taodn 4.: 3aBHCHMOCTB IyCTOTHL KJETOK OT NOIJIOWIEHHS CBETA IIPH PAZHBIX MMKPO-
oprauusmax. (1) Muxpoopranusmel (2) yCIOBHA ONbITa (3) KOHCTAHTH (JOPMYIB! THTIEPHOILI
(4) cpenxee oTknonerue (5) murarensuas cpeia (6) pactsopurens (7) cocyn (8) npubop (9) UenTp
TKeCTH cBerodripTpa (10) rycrora wierok (11) camas Gombluas H3MEPEHHAS JKCTHHKLHA (12)

*HouuenTpauus KaeToyHoH Maccsl.
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cobcTrernble u3mepens (13) muTepaTypuoe nauno (14) nereTatueume wietku (15) criopsl (16)
APO#OKEBOTE OKCTPAKT C HCTITOHOM M caxaposod pu 4,9 (17) mnutartensuas cpena (18) npoGupka
(19) goromerp IMyneppuxa (20) yncno sapomenueii (21) cBeTo-aIeKTPHUECKHI POTOMETD (COBCT-
BCHHAST KOHCTPYKUMA) (22) JECTHIHPOBAHHAA BOAA (23) O0THOCHTENBHOE 3HAYEHHE (24) ncekycer-
BEHHAST cpeja (25) BBIYHCIEHO M3 JAHHBIX MHKPOIIOMEHOB MCPCNYINeHHBIX MPOOHPKOH 110MeUIeH-
1O B KIOBCTY HAIOHCHHON Bogoif.

Puc 1.: Cxema ycraHosku. (1) npofupka (2) KOBETA HAINOIHCHHASI BOJOH (3) mTaTHs
Ans npodupox npi horomerpe TMynsdpuxa.

Puc. 2,: Bua mnpodupox-aganrtepa.

Pume. 3.: 3apucnmMOCTh 4HCNa 3apofiuimel OT 3KCTHHKIMH 1pM S, cerevisiae var.
ellipsoideus, Tokaj 22 I sxcuouemmansHoii (norapndmideckoif) u cramionaproit dase pas-
MHOMKenns. Afcu. : 4ucnae sapofpuueit (10%mn)  OpA. : MCHPABICHHAS SKCTHHKISA.

BeprHrkanbHble JUHUE MOKA3BIBAIOT 3HAYCHHME CTAHAAPTHOrO OTKIOHCHHS.

Puec. 4.: 3aBuCHMOCTL TYCTOTHl KINETOK (X) OT MCIPABACHHOH SKCTHHKOMH (y) TpH
Tokaj 22 - (1) 3aBHCHMOCTDL /X 0T X (2) 3aBucmocTs 1y ot 1/x.

5. Puc.: Bug rumepionsl NOKasbiBAOLIE] 3aBICHMOCTD FYCTOTH KJICTOK (X KAK YHCA0
3apOAbIICH) OT HCNPABACHHOH IKCTHHKIMH (Y).

Determination of Microbial Density by Measuring Turbidity

K. FAS.

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

Sammary

Turbidity of suspensions of yeasts and bacteria was studied as a function of »cell concentra-
tion« (number of cells per unit volume of suspension) and »microbial density« (cell mass per unit
volume), resp, [M o n o d, (3)]. For this purpose a special test tube adapter was used in the Pulfrich
photometer (Figs. 1., 2.). The optical density of the suspensions was determined in culture tubes of
18 mm (external) diameter, The latter were placed in a 20 mm Pu'frich cuvette. In order to eliminate
disturbing reflections, the cuvette was filled with distilled water, and cireular diaphragms (8 mm in
diameter) were applied. ¢

First the precision of the method was established. As may be seen from Table 1., the variation
in diameter of the tubes in our supply, the error of extinction* readings (at variouslevels of microbial
density), and the error arising from the use of test tubes varying somewhat in diameter, were not
too great. — A study on the relationship of cell concentration and turbidity showed that a statisti-
cally significant difference in size exists between yeast cells of different ages, e. g. between cells in
the exponential and stationary phases of growth, resp. (Fig. 3.) Nevertheless, from the practical
point of view, extinetion data may equally be used to evaluate approximate cell concentration in
either phase.

It was found that the relation between turbidity and microbial density may hest be represen-
ted by a hyperbolic curve : 3 = x/(ax 4~ b) wherey = corrected extinetion ( — net optical density =
total optical density—optical d nsity of the suspension medium) and x = microbial density (Fig. 5.).
Fig. 4. shows their relation to each other in the case of a yveast strain, It may be seen that, under
the given conditions, the relation between extinction value and microbial density cannot be deseribed
by a parabolic curve [e. g D =a. C—p2 C?% Longsworth, 1936; where D — extinction
(= ¥) € = cell concentration (=x), « and {# are constants], since by plotting y/x against x one cannot
get a straight line. On the contrary, the experimental data can easily be fitted to a hyperbolic curve,
since the relationship between l/y and 1/x proved to be approximately linear.

Employing partly the results of a few experiments carried out with various veasts and bacte-
ria, partly some of the dataof Toennies & Gallan t(4), the constants (a and b) of the above
expression were calculated and the average deviation of measured and calculated extinetion values
determined (Tables 3, and 4). The correlation proved to be significant, and the average deviation
-comperatively small.

P

m 5 i 4 .
*extinclion = log,, o kere P, — flux falling on the suspension, P == llux transmitted by the suspension
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By the use of the above relationship, xuijcrobial densities corresponding to experimental
extinetion values can be computed directly, withhout graphical interpolation, provided the constants
of the equation are known from the data of a calibratjon experiment.

Table 1. Errors in the Measurement of Turbidity of a Yeast Suspension (Sacch. cerevisiae
var, ellipsoideus). (1) mean, (2) standard deviation, (3) coefficient of variation (%), (4) variation
in thc.diameter of the test tube supply (40 tubes measured), (5) the same suspension measured 40
times in the same tube, (6) the same suspension. measured in 40 different tubes, (7) number of cells
per ml, (8) extinction.

Table 2. Relationship between Microbial Density and Absorption of Light in Yeast Sus-
pensions (S. cerevisine var. ellipsoideus, Tokaj  23), (1) microbial density (as expressed by rela-
tive values), (2) corrected extinction (net optical density).

Table 3. Comparison of Measured Absorption Values with Those Calculated from the Equation
of the Hyperhola ('S. cerevisiae var. ellipsoideus, Tokaj 22 ) (1) microbial density (as expressed by
number of cells per ml), (2) extinetion, (3) measured, (4) calculated employing equation

xt

YT 0,422 & 19,123 108

Table 4. Relation between Microbial D&nsity and Ahsorption of Light in Suspensi()ns of
Various Microorganisms. (1) microorganism, (2) details of the experiment, (3) constants of the
cquation of the hyperbola, (4) average deviation, (5) culture medium, (6) suspension medjum, (7)
type of vessel. (8) instrument employed, (%) maximum transmittancy of the filter,(10) microbial
density expressed as, (11) highest extinction value measured, (12) present experiments, (13) data
from the literature, (14) vegetative cells, (15) spoxes, (16) yeast decoction containing peptone (0,5%)
and sucrose (0,5%), pH = 4.9, (17) test tube, (18) Pulfrich Stufenphotometer, (19) number of cells
per ml, (20) a photoclectric photometer of the author’s own design, (21) dist. water, (22) relative
value, (23) synthetic, (24) caleulated from the intensity of light transmitted by the suspension in
the test tube placed in a cuvette filled with water.

Fig. 1. Outline of the Apparatus Employed. (1) test tube, (2) cuvette filled with water, (3)
tube adapter to the Pulfrich Stufenphotometer,

Fig. 2. The Tube Adapter.

Fig. 3. Relationship between Cell Concentration and Extinction Values in Suspensions of a
Yeast (S.cerevisiae var. ellipsoideus Tokaj 22) in the Exponential (Logarithmic)(1) and Stationary (2)
Phases of Growth, resp. Abscissa: cell count (10% ml). Ordinate: corrected extinction. The vertical
lines represent the magnitude of the standard deviation.

Fig, 4. Relationship between Microbial Density (x) and Corrected Extinction (y) in Suspen-
sions of the Yeast S. cerevisiae var. ellipsoideus, Tokaj 22, Line 1:y/x plotted against x; line
2: l/y as a function of 1/x,

. Fig. 5. Shape of the Hyperbola Expressing the Correlation between Microbial Density
(x* given as number of cells per ml) and Corrected Extinetion (y) in Suspensions of S, cerevisine
var. ellipsoideus, Tokaj 22,



