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Uschova produkénych kvasinkovych druhov v kvapalnom dusiku

EMILIA BREIEROVA - ANNA KOCKCOYA-KRATOCHVILOVA

Sthrn. V kvapalnom dusiku sme uschovévali po¢as dvoch az piatich rokov dve skupiny
kvasinkovych organizmov. Jednu skupinu tvoril: kinene rodu Candida zahffajtce produ-
centov kfmnej biomasy a kmene vyskytujtice sa ako kontaminanty v potravinarskom prie-
mysle. Druhd skupina obsahovala kultiry rodu Saccharomyces pouZivané v potravinar-
skom priemysle. Testované kmene neprejavili odchylky od zdkladnych charakteristik
v porovnani so zbierkovymi kmefimi uschovévanymi na Sikmom sladinovom agare pod pa-
rafinovym olejom. Vsetky kmene vyborne prezivali. U kmenov C. utilis sme zistili, ze
tischova v kvapalnom dusiku neovplyviiuje tvorbu zhlukov ani priebeh rastovych kriviek.

Pouzitie mikrobialnych kultir v potravinarskom a krmovinarskom priemy-
sle je spojené s problémom zachovania technologickych vlastnosti produk¢-
nvch kmenov. Pri udrziavani kultar kvasiniek sa pouzivaju tri zdkladné typy
uschovnych metdd. Klasickym spdsobom uschovy (najcastejSie pouzivanym)
‘e udrziavanie kultdr na Sikmom sladinovom agare pod parafinovym olejom,
nricom sa docieli spomalenie ich metabolizmu. Pri dlhodobej tschove sa vSak
vvzaduje periodické preockovéavanie. Takto mo6Ze nastat selekcia klonov s od-
lisnymi morfologickymi vlastnostami, ako mala povodnd kultira. Dalsou
metodou je lyofilizacia, ktora sa ukazala nevhodna na dlhodobu uschovu.
Lyofilizované kmene kvasiniek velmi slabo prezivaju a ¢asto vznikaju respi-
ra¢no-deficitné mutanty [1]. Zachovanie charakteristickych vlastnosti uscho-
vavanych kultir najlepsie zabezpecuje metdda kryoochrany v kvapalnom du-
siku. Ultranizka teplota spdsobuje uplné zastavenie metabolizmu daného
mikroorganizmu. Nevyhodou tohto postupu vSak je, ze pri uschove v kvapal-
nom dusiku sa mozu pocas zmrazenia a pri ohreve poskodit membranové sys-
1émy, a to jednak vznikom ladovych krystalov, ako aj osmotickym $okom [2]
Proti vzniku takychto poSkodeni a na dosiahnutie dobrého konzerva¢ného
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ucinku biologického materidlu je nevyhnutné pouzivat kryoprotektivne latky.
Prostredie, ktoré sa ¢asto pouziva pri lyofilizacii (sacharézovo-Zelatinové mé-
dium alebo mlieko), nezabezpecuje dokonald ochranu proti mrazu ani vtedy,
ak sa pouziju kryoprotektiva [3-5].

Material a metody

Vietky testované kmene kvasiniek pochadzaju z Ceskoslovenskej zbierky
kvasiniek (akronym CCY), Chemicky ustav, CCHV SAV, Bratislava. Vlast-
nosti testovanych kmenov si uvedené v Katalogu kultar kvasiniek [6].

Ako zivné média na rekultivaciu zmrazenej kultary P 31 [4] sme pouzili: glu-
kozu (10 g/1), kvasni¢ny extrakt Difco (6 g/1), peptén Difco (3 g/l), hydrolyzat
kazeinu Difco (5 g/l), agar (15-20 g/1). Melasova pdda na vyhodnotenie rastu
a vlockovatenia kmenov C. utilis: melasa Slovlik (200 g/1), siran amoénny (6 g/
1), superfosfat (8 g/l), siran horec¢naty krystalicky (0,5 g/l). Potom sme pridali
0,2 mol/l kyseliny sirovej (1,5 ml/100 ml) a varili 1 h. P6du sme nechali 3-5 h
¢irit, sfiltrovali sme ju a reakciu upravili na pH 6.8.

Kryomédium: sladina s hustotou extraktu 7 % s pridanim kvasni¢ného
extraktu (0,26 g/100 ml), peptonu Difco (0,5 g/100 ml) a telacieho séra (7,5
ml/100 ml) — médium M, . Sladina s hustotou extraktu 7 % s pridanim kvasnic-
ného extraktu (0,26 g/100 ml), pepténu Difco (0,5 g/100 ml) a kvasinkového
extraceluldrneho glykoproteinu (0,27 g/100 ml) — médium M, [7]. Do obi-
dvoch médii sme po sterilizacii pridali dimetylsulfoxid Merck (10 ml/100 ml).
Do polyetylénovych ampuli (Koh-i-noor, Dale¢in) s obsahom 2 ml sme napi-
petovali 0,5 ml kryomédia a 0,1 ml vodnej suspenzie kultury, ktord obsahova-
la 10°-107 buniek v 1 ml. Suspenziu sme robili u kmenov rodu Candida z kul-
tar rézneho veku, a to po 3 a 6 dnoch rastu na Sikmom sladinovom agare pri
teplote 28 °C. U kmenov rodu Saccharomyces kultury rastli 6 dni na Sikmom
sladinovom agare pri teplote 28 °C. Postup pri ukladani kultar do kvapalného
dusika, ohrev po piatich a dvoch rokoch a stanovenie prezivania sme robili
podla préace [8]. Stabilitu fyziologickych vlastnosti kultir sme vyhodnocovali
metédou kédovania [9]. Udaje na zostrojenie rastovych kriviek sme ziskali
meranim absorbancie A = 660 nm na spektrofotometri Specol (C. Zeiss,
Jena). Zhlukovanie buniek sme posudzovali poc¢itanim buniek v zhlukoch.
Priemer sme pocitali z 50 zhlukov. Morfogeneticky boli hodnotené kultary
obrovskymi koloniami. Podla odchylok mozno zistit. ¢i zmrazenim a nasled-
nym ohrevom nastalo peskodenie kultury.
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Visledky a diskusia

Uschova v kvapalnom dusiku je velmi vyhodna pre priemyselné produkéné
«mene, pretoze dobre prezivajui a zachovavaju si charakteristické vlastnosti.
Kmene rodu Saccharomyces prezivali na 66,6 az 100 % (tab. 1). U kultir ro-
du Candila sme zistili, Ze zmrazenim starsej kultiry (6 dni rastu na Sikmom

Tabulka 1. Prezivanie mrazovo-ohrevového procesu kmenov rodu Saccharomyces
Table 1. Surviving the freeze-thawing process of strains of Saccharomyces genus

Druh! Cislo CCY? Prezivanie® [%]

S cerevisiae 21-4-83 66,6
21-4-84 100
21-4-13 66,6

S oviformis 21-21-14 100

v carlsbergensis 48-87 100

Podla vizualnej rozterovej metody [10] za pouzitia kryomédia M,. Cas tdschovy 2 roky.
sccording to visual spread method [10] using M, kryomedium. Stored for 2 years.
Species; “Number of CCY; *Surviving.

sladinovom agare) sa zvy$i prezivanie oproti mladsej kulture (3 dni rastu —
tab. 2). Kedze niektoré kmene sa v priemysle pouzivaja na produkciu kfmne-
ho drozdia (C. utilis), overili sme nielen ich zdkladné charakteristiky, ale aj
vlastnosti, od ktorych zdvisi plynuly priebeh kontinuélnej prevadzky produk-
cie biomasy. Uschova uvedenych kmefiov v kvapalnom dusiku neovplyviiuje
rast kultdr ani tvorbu zhlukov buniek, tzv. nesexudlnu aglutinaciu, ktora je
astou pric¢inou predcasného odstavenia fermentov. Rast kultiry sme posu-
dzovali pomocou rastovych kriviek a porovnanim s kultdrami uschovavanymi
na Ssikmom sladinovom agare pod parafinovym olejom. Rastové krivky boli
rakmer vo vsetkych pripadoch podobné a ukézali, Ze faza zdrZania rastu (lag
‘iza) je obmedzena na minimum, alebo sa vobec neprejavi. To ma vyhodu,
lebo rychly ndrast kultiry po zaotkovani zabrafuje vzniku a rozsireniu pri-
nadnej kontaminacie. Zhlukovanie buniek sa prejavilo len u Styroch kmenov
z 13 uvedenych v tabulke 2. U troch kmenov uschovdvanych v kvapalnom du-
siku bolo zhlukovanie mensie ako u kmenov uschovavanych pod parafinovym
blejom. Iba u jedného kmeria bolo priblizne rovnaké (tab. 3).
Predpokladame, Ze u mladsich kultdr nastdva ciasto¢né poskodenie, kedze
ich membranovy systém nie je natolko vhodny na zmrazenie ako u starSich
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Tabulka2. Vplyv veku kultiry na prezivanie mrazovo-ohrevového procesu
Table 2. Influence of the culture age on surviving the freeze-thawing process

Prezivanie® [%)]
Druh! Cislo CCY?
kultura stara*
6 dni’ 3 dni®
Candidatilis 29-38-1 66,6 66,6
29-38-2 66,6 66,6
29-38-3 66,6 50,0
29-38-4 91,7 58.3
29-38-5 91,7 58,3
29-38-16 50,0 41,7
29-38-17 50,0 25,0
29-38-18 100 25,0
29-38-22 58,3 25,0
29-38-72 100 91,7
29-38-75 72,0 25,0
29-38-79 91,7 58,3
29-38-81 100 75,0
29-27-1 542 33,3
C. guilliermondii 29-4-1 91,7 66,6
29-4-2 58,3 58,3
29-4-13 100 100
29-4-14 91,7 91,7
29-4-20 16,7 16,7
C. parapsilosis 29-20-5 100 91,7
29-20-8 100 91,7
29-20-9 100 91,7
29-20-10 50,0 25,0
C. mycoderma 29-20-11 66,7 50,0
C. parapsilosis 29-20-13 100 91,7
C. membranaefaciens 29-24-1 100 66,6
29-51-1 100 58,3
C. krusei 29-61-1 100 91,7
C. lusitaniae 29-59,1 100 91,7

Podla vizudlnej rozterovej metddy [10] za pouzitia kryomédia M,. Cas tdschovy S rokov.
According to visual spread method [10] using M, kryomedium. Stored for 5 years.
For 1-3 see Table 1. *Culture old; 6 days; 3 days.

kultir. Vhodnost membranového systému buniek na zmrazenie zévisi od ky-
seliny olejovej, schopnosti kultiry skvasovat sacharidy. Ako je zname, starsie
kultiry maju vys$i obsah kyseliny olejovej v lipidoch, preto odporii¢ame
zmrazovat kultary az ku koncu exponencialnej fazy alebo na zaciatku stacio-
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Tabulka 3. Vlockovatenie buniek kmenov C. utilis na melasovej pode po 27h
Table 3. Cell flocculating of C. utilis strains on molasses medium after 27 h

xmen CCY! ‘ Priemerny pocet buniek v zhluku? T
29-32-2 a \ 45%06 \\
b 0 \
20-38-16 a ‘ 39.0+5.5 ’
b \ 439 +45 ’

20-38-17 a ! 2.7+ 0.4
b | 0 \
29-38-79 a \ 17,0 £ 3.1 \

b | 2804

_ _ sbierkové kultara uschovévana na sikmom sladinovom agare pod parafinovym olejom; Col-
lection culture stored on the malt agar under paraffine oil.

- _ kultira uschovavana v kvapalnom dusiku; Culture stored in liquid nitrogen.

Strain; 2Average number of cells in a flocs.

~drnej fazy rastu. Takymto sposobom uschovy sa zabezpec¢i zachovanie cha-
rakteristickych vlastnosti kultir, ktoré moze byt ohrozené preockovanim (se-
‘ekciou), pripadne prisposobenim sa dschovnému médiu.
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EPAVIEPOBA, 3 - KOLIKOBA-KPATOXBUJIOBA, A.

XpaHeHHe MPOM3BOICTBEHHBIX BHIOB JPOXKKeH B AKHIAKOM a30Te
Pe3momMme

B KMAKOM a30Te B TeHeHMe C ABYX N0 MATH JeT XPaHUINCh ABEe TPYIIIbI JPOXKIKEBBIX
MMUKPOOpranmn3MoB. OQHy 13 IPYII COCTaBIAMM IITaMMbI poja Candida, BRIOYAIOLMeE IPo-
U3BOAMTE IV KOPMOBOJ 6110MacChl ¥ IITAMMBI, BCTPEYalOIecd B KauecTBe 3arpsa3HuTe-
JIeyl B IIMILEBOJ NMPOMBIIILJIEHHOCTH. Bropasa rpynmna cofepskaJa KyJabTypbl poga Saccharo-
myces, TPUMeHsAeMbIe B IIMILEeBOJM NMPOMBILIJIEHHOCTY. ¥ MCIBITYeMBbIX ILITAMMOB He Ha-
Haronamick HUKaKye OTKJIOHEHMA OT OCHOBHBIX XapaKTePMCTHUK II0 CPABHEHMIO C KOJLJIeK~-
LIMOHHBIMM HLITAMMaMy, XpaHeHbIMM HAa HaKJOHHOM COJIOZOBOM arape Iof napadgMHOBBIM
MacJIoM. Bee 11TaMMbI OTJAMYHO NepexyuBain. ¥ mramMmmoB C. utilis 6b1510 06HapyKeHO, 9TO

XpaHeHMe B ZKMJIKOM a30Te He [TOKa3bIBaeT BIMAHME HU Ha o6pa3osa1me arrperaToB, H/M Ha
XO0J KPMBBIX pOCTa.

Storage of production yeast 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 industry. The other group included cultures of genus Saccharo-
myces, which are used in food industry. The tested strains did not show any deviations from the
basic characteristics in comparison with collection strains stored on the inclined malt aggar under a
paraffine oil. All strains have survived very good. For strains C. utilis we found that the storage
in liquid nitrogen did not influence the flocs formation as well as the course of growing curves.
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