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Uschova produkinfch kvasinkovfch druhov v kvapalnom dusiku

EMILIA BREIEROVA - ANNA KOCKO.,'A-KRATOCHVILOVA

S ri h r n . V kvapalnom dusiku sme uschov6vali podas dvoch a2 piatich rokov dve skupiny
kvasinkovfch organizmov. Jednu skupinu tvorili krnene rodu Candida zahfiajrice produ-

centov kfmnej biomasy a kmene vyskytujrice sa ako kontaminanty v potravinilrskom prie-
mysle. Druhii skupina obsahovala kultriry rodu Saccharomyces pouiivan6 v potraviniir-
skom priemysle. Testovan€ kmene neprejavili odch!'lky od z6kladnlch charakteristik
v porovnanf so zbierkovymi kmefimi uschovdvanfmi na Sikmom sladinovom agare pod pa-

rafinovim olejom. V3etky kmene vlborne preZivali. U kmeiov C. utilis sme zistili, Ze

rischova v kvapalnom dusiku neovplyviuje tvorbu zhlukov ani priebeh rastovych kriviek.

PouZitie mikrobi6lnych kultfr v potravindrskom a krmovin6rskom priemy-
sle je spojen6 s probldmom zachovania technologickfch vlastnosti produkd-
nvch kmefiov. Pri udrZiavanf kultfr kvasiniek sa pouZivajf tri z6kladne typy
uschovnich met6d. Klasickfm sp6sobom rischovy (najiastejSie pouZivanym)
re udrZiavanie kultrir na Sikmom sladinovom agare pod parafinovim olejom,
pridom sa docieli spomalenie ich metabolizmu. Pri dlhodobej fschove sa v5ak
r vZaduje periodick6 preodkov6vanie. Takto m6Ze nastaf selekcia klonov s od-
iiSnfmi morfologicklimi vlastnostami, ako mala p6vodn6 kultrira. Dal5ou
metddou je lyofiliz6cia, ktoril sa uk6zala nevhodnii na dlhodobri (schovu.

Lyofilizovand kmene kvasiniek velmi slabo preZivajri a dasto vznikajf respi-
radno-deficitnd mutanty lll. Zachovanie charakteristickfch vlastnosti uscho-
rdvanych kultfr najlep5ie zabezpeduje met6da kryoochrany v kvapalnom du-
siku. Ultranfzka teplota spdsobuje 6pln€ zastavenie metabolizmu dandho
mikroorganizmu. Nevfhodou tohto postupu vSak je, Ze pri fschove v kvapal-
nom dusfku sa m6Zu podas zmrazenia a pri ohreve po5kodit membr6novd sys-
tdmy, a to jednak vznikom fadovfch kry5tiilov, ako aj osmotickim Sokom [2]
Proti vzniku takfchto poSkodeni a na dosiahnutie dobrdho konzervadn6ho
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uiinku biologick6ho materi:ilu je nevyhnutn6 pouZfvat kryoprotektivne ldtky.
Frostredie" ktor6 sa dasto pouZfva pri lyofilizdcii (sachar6zovo-Zelatinovd m6-
dium alebo mlieko), nezabezpeduje dokonalf ochranu proti mrazu ani vtedy,
ak sa pouZijri kryoprotektfva [3-51.

Materidl a met6dy

VSetky testovan6 kmene kvasiniek pochddzajri z Ceskoslovenskej zbierk,v
kvasiniek (akronym CCY), Chemickf dstav, CCHV SAV, Bratislava. Vlast-
nosti testovanlfch kmeilov sri uvedend v Katalogu kultrir kvasiniek [6].

Ako Zivnd mddid na rekultiviiciu zmrazenej kultrir,v P 3l [4] sme pouZili: glu-
k6zu (10 g/l). kvasnidn! extrakt Difco (6 g/l), peptcin Difco (3 g/l), hydrolyz6t
kazeinu Difco (5 g/l). agar (15-20 g/l). Melasovr{ p6da na vyhodnotenie rastu
a vlodkovatenia kmef,ov C. utilis:melasa Slovlik (200 g/l), siran am6nny (:6 gl
l), superfosfdt (B g/l). siran horednatf kry5talickf (0,5 g/l). Potom sme pridali
0,2 mol/l kyseliny sfrovej (1,5 ml/100 ml) a varili I h. Perdu sme nechali 3-.5 h
dirit', sfiltrovali srne ju a reakciu upravili na pH 6.8.

Kryomddium: sladina s hustotou extraktu 7 '/" s pridanim kvasnidn6ho
extraktu (0,26 g/100 ml). pept(rnu Difco (0.5 g/100 ml) a telacieho s6ra (7.5
ml/l00 ml) - m6dium 1v1,. Sladina s hustotou extraktu 7 % s pridanfm kvasnid-
n6ho extraktu (0,26 gil00 ml), peptrjnu Difco (0,5 9/100 ml) a kvasinkov6ho
extracelulSrneho glykoprotefnu (0,27 gll00 ml) - mddium M" [7]. Do obi-
dvoch m6di( sme po sterilizdcii pridali dimetylsulfoxicl Merck (10 ml/100 ml).
Do polyetyl6novych ampuli (Koh-i-noor, Daled(n) s obsahom 2 rnl sme napi-
petovali 0.5 ml kryomddia a 0.1 ml vodnej suspenzie kultriry, ktorii obsahova-
la 106-107 buniek v 1 ml. Suspenziu sme robili u knreiov roduCandidazkul-
trir r6zneho veku, a to po 3 a 6 drioch rastu na Sikrnom sladinovom agare pri
teplote 28 'C. U kmeriov rodu Saccharontyces kultriry riistli 6 dni na Sikmom
sladinovom agare pri teplotc 28 "C. Postup pri ukladanf kultrir do kvapalneho
clus(ka, ohrev po piatich a dvoch rokoch a stanovenie preZfvania sme robili
podla prrice [ttl. Stabilitu fyziologickfch vlastnosti kultrir sme vyhodnucovali
met6dou k6dovania [9]. Utiaje na zostrojenie rastovlich kriviek sme ziskali
meranim absorbancie /. : 660 nm na spektrofotometri Specol (C. Zeiss,
Jena). Zhlukovanie truniek snre posudzovali poditanim buniek v zhlukoch.
Priemer sme poditali z 5() zhlukor'. Morfogeneticky boli hodnoten6 kulturv
obrovskfmi kol6niarni. Podla oclch,i'lok nroZno zistit, di zmrazenim a niisled-
nr/m lrhrevom nastalo poikodenie kultdry.
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Vfsledky a diskusia

Uschova v kvapalnom dusiku je vetmi vfhodnri pre priemyselnd produkdn6
!.mene, pretoile dobre preLivajliu azachovfvajf si charakteristick6 vlastnosti.
Kmene rodu Saccharomyces preZivali na 66,6 aZ 100 % (tab. 1). U kultrir ro-
tu Candila sme zistili, Le zmrazenfm star5ej kulttiry (6 dni rastu na Sikmom

T a b u i k a 1. PreZfvanie mrazovo-ohrevovdho procesu kmeiov rodu Saccharomyces

T a L,l e i. Surviving the freeze-thawing process of strains of Saccharomyces genus

J;uhr Cislo ccY2 Prelivanie3 l/"1

\ cerevlsMe

i oviformis
> . < arlsbergensis

2L-4-83

21-4-84

21-4-13

2t-2t-14
48-87

66,6

100

66.6

100

r00

Prrdla vizu6lnej rozterovej met6cly [10] za pouZitia kryomddia M'. Cas ischovy 2 roky.

{ccording to visual spread method [10] using M, kryomedium. Stored for 2 years.

Species; rNumber of CCY; 3Surviving.

sladinovom agare) sa zvi5i prezivanie oproti mladSej kultrire (3 dni rastu -
:ab. 2). KedZe niektor6 kmene sa v priemysle pouZivajri na produkciu kfmne-
ro droZdia (C. utilis), overili sme nielen ich zilkladnd charakteristiky, ale aj
'.'lastnosti, od ktorfch zdnisi plynulf priebeh kontinu6lnej prevr{dzky produk-
;ie biomasy. Uschova uvedenlch kmeiov v kvapalnom dusfku neovplyviuje
:ast kultfr ani tvorbu zhlukov buniek, tzv. nesexu6lnu aglutin6ciu, ktor6 je
-'astou pridinou preddasndho odstavenia fermentov. Rast kultfry sme posu-
Jzovali pomocou rastovych kriviek a porovnanim s kultrirami uschovdvanfmi
:ia Sikmom sladinovom agare pod paraffnovfm olejom. Rastov€ krivky boli
:akmer vo v5etkich prfpadoch podobnd a ukinali, ie fina zdrlania rastu (lag
iiza) je obmedzenii na minimum, alebo sa v6bec neprejavi. To m6 vfhodu,
;ebo nichly ndrast kultriry po zaodkovani zabraiuje vzniku a roz5freniu pri-
radnej kontaminiicie. Zhlukovanie buniek sa prejavilo len u Styroch kmefiov
z 13 uvedenfch v tabutke 2. U troch kmeiov uschov6vanych v kvapalnom du-
siku bolo zhlukovanie men5ie ako u kmefiov uschovdvanfch pod parafinovfm
olejom. Iba u jedndho kmefia bolo pribliine rovnak6 (tab. 3).

Predpoklad 6me, Le u mlad5ich kultrir nastdva diastodn6 poSkodenie , kedie
:ch rnembr6novf systdm nie je natolko vhodnf na zmrazenie ako u star5ich
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Druhr

Tabulka 2. Vplyv veku kultriry na preZivanie mrazovo-ohrevov€ho procesu
Table 2. Influence of the culture age on surviving the freeze-thawing process

Pre2fvanier [%]

kultrira staril{

3 dni6

66,6
66,6
50,0
58,3
58,3
41,7
25,0
25,0
25,0
9t,7
25,0
58,3
7s,0
33,3
66,6
s8,3

100

9t,7
t6,7
9t,7
9r,7
91,7
25,0
50,0
91,7
66,6
58,3
9t,7
9t.7

Podla vizuiilnej rozterovej met6dy [10] za pouzitia kryom6dia M,. Cas rischovy 5 rokov.
According to visual spread method [10] using M, kryomedium. Siored for 5 years.
For 1-3 see Table 1. aCulture old; 56 days;63 dais.

kultrir. vhodnost membr6novdho syst6mu buniek na zmrazenie zdvisf od ky-
seliny olejovej, schopnosti kulttiry skvasovat' sacharidy. Ako je zn6me,starsie
kultriry majf vy55f obsah kyseliny orejovej v lipidoch, preto odporfdame
zmrazovat kultfry aZ ku koncu exponencidlnej f.6zy alebo na zadiatku stacio-
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C. parapsilosis

C. mycoderma
C. parapsilosis
C. membranaefaciens

C. krusei
C. lusitapiae

29-38-1
29-38-2
29-38-3
29-38-4
29-38-5
29-38-t6
29-38-t7
29-38-18
29-38-22
29-38-72
29-38-75
29-38-79
29-38-81
29-27-r
29-4-l
29-4-2
29-4-13
29-4-14
29-4-20
29-20-5
29-20-8
29-20-9
29-20-t0
29-20-11
29-20-13
29-24-r
29-5t-l
29-61-1
29-59.1

66,6
66,6
66,6
9t,7
9t,7
50,0
50,0

100
58,3

100
72,0
91,7

100

54.2
9l,7
58,3

100
91.7
16,7

100
100
100
50,0
66,7

100

100
100
100
100

t';



5 !L.. I re vovdho procesu
: :::;ze-thawing process

PreZfvanier [%]

liultrira starii{

3 dnio

66,6
66,6
50,0
58,3
58,3
4l,7
25,0
25,0
25,0
9r,7
25,0
58,3
75,0
33,3
66,6
58,3

100

91,7
16,7
9t,7
9t.7
9t,7
25,0
s0,0
9l,7
66,6
58,3
91,7
9t,7

la \l Cas rischovy 5 rokov.
u S:..red for 5 years.

L na zmrazenie zdvisi od ky-
andi. Ako je zn{tme, star5ie

ryrr,j.r-h. preto odporfdame
ur aiebo na zadiatku stacio-

.:
I
j
J-

i.
:f
,t.

i
_t.

a-

I

Tabulka 3. Vloikovatenie buniek kmeiov C. utilis na melasovej p6de po 27 h

T a b le 3. cell flocculating of C. utilis strains on molasses medium after 27 h

-.r-
rricmerni'poe"t Jrni"f u rnrrt u'rncii CCYr

.-3t-2

:-,-irt- l6

-.-lli- I 7

- 
c-ili-79

a

b

.1.5 + 0.6

0

1q0+55
l1 0+45

2;7 + 0.1

0

17.0 + 3.1

2.fl + 0.1

a

b

a

b

a

b

- zbierkovii kult[ra uschovdvan6 na Sikmom sladinovom agare pod parafinovym olejom; Col-

lection culture stored on the malt agar under paraffine oil'
- - kultrira uschov/rvanii v kvapalnom dusfku: Culturc stored in liquid nitrogen.

..raint lAvcrage number of cclls in a flocs.

-.irnej fdzy rastu. Takymto spdsobom fschovy sa zabezpedi zachovanie cha-

,.,titeiistictych vlastnostf kultrir, ktor6 m6Ze byi ohrozend preodkovanim (se-

:kciou), pr(padne prisp6sobenim sa rischovn6mu m6diu'
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EPA',IEPOBA, 3 - KOUKOBA-KPATOXB]4JIOBA, A.

Xpauenue [pon3BoAcrBeHHbrx BrrAoB Apoxx(eri B xHAKoM a3ore

Pesror,re

B x<uAxolr a3ore B TelleHtie c AByx Ao nffTr{.rrer xpaHuJurcb ABe rpynnbl Apo)K)KeBbrx
Mr4KpOopraHr43MOB. oArry r43 fpynfl cocraB!'rsJrr4 urraMMbr poAa Candida, BKJr]oqaloil{r{e npo-
r3BoAr{TeneJi KopMoBor{ 6rrovaccsr r4 uITaMMbI, Bcrper{amu{rrecs B KaqecrBe 3arps3Hr,rre-
.[eir s nr4rrleson npoltru.nennocrl4. Bropaa rpynla coAep>KaJra KyJrbrypbr poAa Saccharo-
,nt,ces, npr,rMeggeMbre n nurqeaoN npoMbnuJreHHocrr.r. Y rcnbrryeMblx luraMMoB He tla-
6.nroAa.trcr Hr4KaKr,re orKJroneHr4.s or ocHoBHbrx xapaKTepr4cruK no cpaBneHrlro c KoJTJIeK-

rlroHHbrMr{ ruraMMaMtt, xpaueHblMr4 Ha HaKJToHHoM coJroAoBoM arape rroA napa$rnoeulr
MacJroM. Bcelurartrtu orJ'rrlr{Ho [epexr4BaJrr. Y urralalaoe C. utilis 6rr.no o6napy)KeHo, rrro
xpaHeHxe B x<I,IAKoM a3ore He noKa3blBaer BJ'll.EHr4e nr Ha o6pasoBanJle arrpetaroB, Hrl Ha

xoA Kpr4Bbrx pocTa.

Storage of production veast species in liquid nitrogen

Summary

Two groups of yeast organisms were stored in liquid nitrogen from two to five years. One group
consisted of strains of genus Candida, which include producers of food biomass and the strains
occurring as contaminants in food industrv. The other group included cultures of genus Saccharo-
rr.r'ces, which are used in food industry. The tested strains did not show any deviations from the
basic characteristics in comparison with collection strains storcd on the inclined malt aggar under a

paraffine oil. All strains have survived verv good. For strains C. utilis we found that the storage
in liquid nitrogen did not influence the flocs formation as rvell as the coursc of growing curves.
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