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Uschova kvasiniek pri ultranizkej teplote
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Uschovou kultir kvasiniek rozumieme predlZenie Zi-
votaschopnosti kultdr tak, aby ich nebolo potrebné &asto
preotkovévat. Castym preotkovdvanim nastdva nebez-
pedenstvo, Ze sa zafas obdrZi kultira o inych vlastnos-
tiach, ako mala pdvodnd, a to prispdsobenim k prostrie-
diu, selekciou a pod. Tieto momenty maji nemald dlohu
pri ddrZbe zbierok typovych kultdr, priemyslovych pro-
ducentov, vedeckych modelov, mutantov a i.

Pre dschovu mikroorganizmov bol uZ navrhnuty cely
rad Gschovnych met6d, ktoré moZno rozdelit v podstate
do troch skupin:

1. Met6dy, ktorymi sa spomaluje metabolizmus
2. Metbdy rychleho vystasania kultdr
3. Metbédy tschovy pri velmi nizkej teplote.

Do kaZdej skupiny prislicha mnoho rdéznych met6d
Gschovy. Z prvej skupiny je najzndmejSie a najpouZiva-
nejsie zalievanie kultdr parafinovym olejom, z druhej
skupiny vysa$anie kultdr za nizkej teploty vo vakuu, tzv.
lyofilizdcia, a z tretej skupiny tdschova pri ultranizkych
teplotdch. Ak stojime pred volbou metédy na dschovu
kultir, musfme vychddzat z poznatkov o jej vyhodach
a nevyhod4dch pre dany organizmus. Treba si vSak uve-
domit skuto&nost, Ze neexistuje jedna ur¢itd met6da
Gschovy, ktord by bola vhodnd pre v3etky mikroorga-
nizmy, Okrem toho mnoho met6d nebolo doteraz vyski-
$anych na $irokom spektre mikroorganizmov.

Zmienim sa tu o niektorych na3ich sktsenostiach
o Gischove kultdr pri velmi nizkej teplote. Na dosiahnutie
velmi nizkych teplét sa pouZiva skvapalneny plyn:
vzduch, metan, kyslik, oxid uhli¢ity, dusik, argon, helium,
zemny plyn a p. Kvapalnym dusikom (KN) sa dosahuje aZ
—196,8 °C (v kontajneroch byva teplota niZ3ia, nie si
tesne uzavreté a dochddza k odparovaniu), kvapalnym
heliom a¥ —200°C. Pod —5°C sa vSetky elementédrne
procesy zastavia. Tkanivo sa mdZe neopravitelne po3ko-
dit a letdlny G&inok kry3tdlov ladu v tkanive je zvlast
nebezpetny. Zistilo sa vSak, Ze ak sa mikroorganizmy
ponoria do glycerolu, mdéZu sa pomaly ochladovat aj
roztdpat, pri Com 3kodlivy u&inok nizkej teploty je
opraviteIny. Mikroorganimy tak moéZu tieto zmeny tep-
16t preZit. Nizke teploty sa pouZivaji v biol6gii aj za
ingm cielom, ako je dschova mikroorganizmov a cely
tento biotechnologicky proces tvorf vedné odvetvie na-
zgvané kryobiol6gia, Tak napr. ultranizke teploty na-
ché4dzaja pouZitie v chirurgii, pri transplantdciach tka-
niv, pri tGschove tkaniv koZe, o¢nej rohovky, pri
insemina&ngch postupoch atd.

Nizka teplota, ktor4& sa dociell KN, je vhodnd pr@&
ddrZzbu Sirokého spektra buniek, ako sG baktérie, kva-
sinky a iné huby, ale aj pre tkanivové kultdry a virusy.
Nie jé to met6da nova. UZ r. 1938 Goetz a Goetz [1] po-
ddvaja sprdvu o tom, Ze Saccharomyces cerevisiae
uschované pri teplote —160°C preZila na 85 %. Podrob-
nej¥i prehlad literatry poddva jedna z naSich préc
[2]. T4to met6éda je oproti inym Gschovnym postupom
nékladnej$ia, hlavne ak sa méa pouZit automatické po-
stupné zniZovanie teploty a dopliiovanie chladiva. Na
Gschovu v#&sej zbierky je potrebny va&si pofet kontaj-
nerov, Pred rozosielanim uschovangch kultir na iné pra-
coviskd jeé potrebné rekultivacia (lyofilizat sa moZe za-

Tab. 1. Porovnanie preZitia niektorgjch druhov kvasiniek
tschovou v kvapalnom dusiku (KN) a lyofilizd-

ciou (Lyo)
: KN Lyo
Druh kvasink

i %) | (%)

Cryptococcus albidus 71,3 2,4
Candida albicans 97,0 10,6
Hansenula anomala 62,3 7,3
Rhodosporidium toruloides 97,9 10,1
Saccharomyces carlsbergensis 73,1 8,1
Schizosaccharomyces pombe 82,9 27,3
Torulopsis sp. 75,8 16,2

slat priamo tak, ako je). Met6da tschovy pri ultranizkej
teplote mé& vSak obrovski prednost pred inymi dschov-
nymi metédami v tom, Ze preZiva velké percento buniek,
priemerne 62 %, u niektorych druhov aZ 95 % (u lyofi-
lizatov je to priemerne 13 %), &im sa selekcia minim4l-
ne obmedzi (tab. 1).

Kultary sa pripravuji podobne ako pre lyofilizéciu,
z $ikmého agaru po 3—4 diloch inkubécie pri optimélnej
teplote. Do tschovného prostredia sa priddva latka na
ochranu proti nepriaznivému vplyvu nizkej teploty, tzv.
kryoprezervans. NajtastejSie to byva 10 % dimetylsulfo-
xidu (DMSO). Hustota buniek v suspenzii sa odporila
10°, ml-1. PInf sa do ampuliek po 0,5 ml. S vyhodou sa
pouZivaji ampule z plastickej hmoty, ktoré odpora&aja
Bdrdo$ a Hubdlek [3]. Je s nimi prdca bezpe&nejSia a
manipuldcia jednoduch$ia, Naplnené ampulky sa ukla-
daji do kontajnerov, €o st velké Dewarove nddoby s ob-
sahom 32 1, vyrdbané u néds druZstvom v Rianech u Pra-
hy. Né&doby si vybavené kanystrami, do ktorgych sa
ukladaji ampulky. Velmi ¢asto je potrebné tieto kanystry
prispBsobit tak, aby sa ur¢ité ampulky mohli hocikedy
vybrat. Ampulky sa zatavuja teplom. Pred rekultivdciou
sa vnasaja do vody 37 °C teplej, aby sa ich obsah roz-
topil. Rekultivaéné prostredie mad mat to isté zloZenie,
ako malo prostredie, z ktorého sa kultdra odoberala
k Gschove. M&Zu sa pouZivat aj sklenené ampulky, v kto-
rych sa vypestuje kultdra na Sikmom agare; tieto am-
pulky sa ukladaja do kontajnerov bez zatavenia len
s vatovym uzdverom do priestoru nad KN, kde je teplo-
ta asi —150°C. Je to najjednoduchsi spOsob tGschovy pri
ultranizkej teplote.

Pri tdschove v ultranizkych teplotdch sa pouZivaji
ochranné latky, kryoprezervans. Tieto ochranné pro-
striedky sa moéZu rozdelit do dvoch skupin:

1. Prostriedky, ktoré neprenikaji do buniek, ako je
sachar6za, 3krob, agar, peptén, mlie¢ne alebo sérové
bielkoviny a p.

2. Prostriedky prenikajice do buniek, ako je glycerol,
toluén-etanolovd zmes, DMSO, benzén a i.

Skisenosti ukédzali, Ze bunky sG schopné lepSie pre-
Zivat a lah3ie opravovat poSkodenia vzniklé zmrazova-
nim a roztdpanim, ¢im maja vldknejSie (redSie)] mem-
brdny a naopak bunky s membrdnami rigidnejsimi



36 Uschova kvasiniek pri ultranizkej teplote

KVASNY PRUMYSL
ro¢. 30/1984 — ¢gislo 2

(tuh8imi) zvySuji Gmrtnost buniek pri zmenach teplét.
Preto sa odporii¢a brat k zmrazovaniu bunky mlad$ie z ex-
ponencidlnej fézy rastu. Tie kultdry, ktoré maja dlha
lag-fazu, maja spravidla aj men$iu schopnost preZivat.
Vla¢nost bunkovych membran sa moéZe zvy3it réznym
spOsobom. Jeden z takych spdsobov je pouZitie lipofil-
nych perturbérov, latok, ktoré narasaja organizovanost
textiry bunkovych membrén, napr. aromaticky uhlovo-
dik adamantin alebo butylovany hydroxytoluén  Zasahu-
ja v lipidovych oblastiach membran, kde dezorganizuju
uhlovodikové retazce a vyvolavaji tak vy33f stupeii ne-
usporiadanosti vo vnitri membrdn (perturbdciu). Naj-
castej8ie sa Studoval G&inok DMSO, ktory permeabilizu-
je bunkové membréany zrejme tak, Ze extrahuje steroly.
O steroloch je zname, Ze zvySuja rigiditu bunkovych
membrdn. DMSO snadno prenikd do buniek. V3etky po-
dobné ¢inidld sa dnes pouZivaju k tzv. dekryptifikacii
vnitrobunkovych enzymov, ako je napr. e-glukozidaza.

Miera preZivania kultdry je prvorady test na hodno-
tenie a¢inku dschovy. MdZu sa pouZit rdozne metody:

Roztopenu kultiru vysejeme na povrch Zivného agaru
toho istého zloZenia, ako mala kultira tesne pred tscho-
vou. Aby sa dschova mohla hodnotit kvantitativne, je
potrebné stanovit aj na zafiatku mnoZstvo Zivotaschop-
nych buniek; vtedy sa da preZivanie vyhodnotit percen-
tuédlne, Je skisenost, Ze po kratkej dobe ischovy, napr.
po roztopeni po niekolkych diioch, preZiva niZ3i pocet
buniek ako po tschove dlhotrvajtcej, o sa vysvetluje
tym, Ze poSkodenie vzniklé stresom z ultranizkej teploty,
sa neskorS$ie opravuje. Aby sa predislo opakovanému rie-
deniu, mdéZe sa pouZit kalibrovand ockovacia slucka.
Kalibrdcia sa prevedie vypoftom 2z rozdielu hmotnosti
1 ml kvapaliny a po odobrati zndmeho po&tu sludiek.
Treba eSte pripomenitt, Ze sa neodporufa porovnavat
potet vyrastenych kolénii na agare s po&tom buniek zra-
tanych v komérke. Niektoré bunky méZu byt fyziologic-
ky velmi osldbené, &o sa v komoOrke neda zistit.

Zivotaschopnost kultiry sa moZe posudzovat aj
v kvapalnom prostredi podla rychlosti, s akou bunky
pudia a podla po&tu pué&iacich buniek,

Index preZivania méZno stanovit podla uvoliiovania
znagenych l4tok z buniek. NajdastejSie sa k tomu po-
uZiva 5Cr- chromét sodny (1,85.107 s—1.ml-1), ktory
sa priddva do kultivaéného prostredia a v priebehu 2 h
sa viaZe na bunkové proteiny; viaZe sa ne3pecificky, ale
pevné. Z poSkodenych buniek letdlnym aj opraviteInym
stresom sa tento chroméat sodny uvoliniuje takisto neSpe-
cifickym spdsobom, ¢o zavisi od stupiia denaturéicie biel-
koviny. MdZu sa pouZit aj iné znacené latky, hlavne sa
pouZivaji prekurzory zloZiek bunkovych membran (fu-
kb6za, ergosterol, kyselina palmitova a p.) alebo cyto-
plazmy (uridin, prolin a p.), vnutrobunkovej zdsoby a
Strukturdlnych proteinov. Takéto met6dy umoZnia sledo-
vat priebeh celého procesu.

Miera preZivania kultir je velmi ddleZitd uZ aj preto,
lebo &im viacej buniek preZiva, tym je men3ie nebezpe-
¢enstvo selekcie réznych odchyliek od pdvodného feno-
typu. PretoZe sa dnes bunka chédpe ako systém membran,
zdsahy do membrdnového systému méZu vyvolat poru-
chy v oxidativhom metabolizmé organizmu a tak selek-
ciu mutantov auxotréfnych alebo s poruchami v procese
dychania (respiracnéd deficiencia).

Testovanie respiracne deficientnych mutanov sa da ove-
rit pomerne jednoducho s pouZitim metédy TTC testu
[4]. Cervené kol6nie st respiratne suficitné a biele res-
piracéne deficitné. Pomerne jednoduché je stanovenie cy-
tochrébmov v pripade, Ze je k dispozicii registraény
spektrofotometer na stanovenie cytochrémov v biomase
kvasiniek. Tak sa modZu zistit mutanty, ktorym chyba
niektory z cytochrémov. Overuji sa vrcholy a ramena
V o- (540—610 nm) a §- (500—540 nm) oblasti. V a-0b-

lasti sa vyznaCné tri skupiny: skupina cytochrému c
(549—550 nm, c; pri 554 nm), skupina b (b, pri 557 nm,
b pri 562—566 nm) a skupina a (a.a; 602—605 nm},
obr. 1—3.
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Obr. 1. Cytochrémové spektrum
romyces cerevisiae:
a — respiraéne suficitny kmeri
b — respiraéne deficitny kmeii
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Obr. 2. Cytochrémové
29-38-18
a — po piatich rokoch iischovy v KN
b — kultdra udrziavand pod parafinovym olejom

spekirum Candida utilis CCY

PracnejSie si metddy, ktoré maji preverit auxotréfiu,
teda vyZivové mutanty. MdZe to byt neschopnost synte-
tizovat niektord aminokyselinu, narognost na pritom-
nost niektorého vitaminu v prostredi alebo cely rad
dalsich vyZivovych nedostatkov. Tieto vyZivové testy sa
prevadzaju tak, Ze sa od plnohodnotného prostredia po-
stupuje s vynechdvanim jednotlivych zloZiek a zostroju-
ju sa vitaminogramy, aminokyselinogramy a p. [4]. MdZe
sa pouzit aj diskovd metéda s kombina&nym postupom.
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VSetky tieto metédy su pracné a vyZaduju skiasenosti.
. MoZno ich pouZit pre vedecké overovania, no nie pre
beZni kontrolu.
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Obr. 3. Cytochrémové spektrum Suaccharomyces oviformis
CCY 21-21-24
a — po piatich rokoch tschovy v KN
b — kultara udrZiavand pod parafinovym olejom

Tab. 2. Priklad stupria preZitia niektorgch kvasiniek
v KN po piatich rokoch uschovy v porovnant
s pévodnym poétom buniek [Hubdlek a Kockovd-
-Kratochvilovd, 1982)

. %
Kmen CCY Meno preitia
29-3-32 Candida albicans 69,4
29-26-4 C. lipolytica 66,4
29-38-18 C. utilis 47,7
17-3-1 Cryptococcus laurentii 88,4
41-15-2 Debaryomyces formicarius 45,2
18-1-1 Dioszegia hungarica 89,3
24-1-1 Eremothecium ashbyi 23,6
38-1-1 Hansenula anomala 72,6
64-1-1 Leucosporidium scottii 44,7
33-1-1 Lipomyces starkeyi 4,7
36-2-1 Nadsonia fulvescens 41,2
62-2-4 Rhodosporidium toruloides 90,7
48-87 Saccharomyces carlsbergensis 66,6
21-4-13 S. cerevisiae 95,5
21-21-16 S. oviformis 97,4
21-21-24 S. oviformis 48,8
44-1-3 Schizosaccharomyces pombe 85,4
44-1-9 S. pombe /mutant/ 20,2
26-26-5 Torulopsis schatavii 87,9

Z ostatnych met6d moZno spomenit eSte testy znaga-
nia vyssich koncentracii cukrov, fruktézy, sacharoézy,
glukézy alebo soli, napr. NaCl. Velmi déleZité je overo-
vanie Specifickych vlastnosti, ktorymi vynikaji kmene
pravne chranené, produkéné, geneticky zvlastne a p. [5].

Kvasinky nepreZivaju rovnako dobre v réznych dschov-
nych prostrediach. VyskiSali sme prostredie M1 (sladi-
na bez DMSO) a M2 (sladovy extrakt, kvasni¢ny extrakt,
pepton, tefacie sérum a DMSO). Rozdiely v preZivani

boli velké. Po 75 diioch preZila Candida lipolytica v M1
0,4% a v M2 aZ 57 %. Nadsonia fulvescens preZila v M1
len 17 % a v M2 88 %. Saccharomyces cerevisiae preZi-
la 0,4 % v M1 a 95 % v M2 [2].

Aj jednotlivé kmene preZivaji na rovnakom prostredi
rozne. Tak na M2 po 75 diioch preZili nad 90 %: Candida
albicans, Dioszegia hungarica, Rhodosporidium toruloides
a aj a- pédrovaci typ, Saccharomyces cerevisiae a S. ovi-
formis. Najslab$ie preZivali hyfové huby, ako Eremothe-
cium ashbyi [6]. Tu v3ak treba priznat, Ze podla poé&tu
vyrastenych kol6nii sa u neho ako nepuéiaceho organiz-
mu preZivanie neda spolahlivo hodnotit. Stredny stupeii
preZivania maji do 50 % koZkotvorné druhy a niektoré
kandidy. Zda sa, Ze sa dokaZe zavislost medzi mnoZ-
stvom produkovanych extraceluldrnych polysacharidov a
v kvalite ich ochranného uéinku proti teplotnym stresom
so stuptiom preZivania. Zd4 sa aj, Ze pigmenty, ako ka-
rotenoidy a melaniny, majd ochranny a&inok (tab. 2).

V naSich dal3ich $tddiach sa zameriame na v§znam
prirodzenych polysacharidov pre ochranny G&inok proti
teplotnym stresom.
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Kockova-Kratochvilovd, A.: Uschova kvasiniek pri ultra-
nizkej teplote. Kvas. priam. 30, 1984, ¢. 2, s. 35—37.

Autorka popisuje zkuSenosti s tGschovou kvasinek pfi
velmi nizké teplot&, realizované kapalnym dusikem, kte-
rym se dociluje teplota aZ —196,8 °C. Metoda jé proti
jinym dschovnym postuplim nékladngjs$i, ma v8ak proti
nim obrovskou prednost v tom, Ze pfeZivd primérné 62
nékdy aZ 95 % bungk.

Koukosa-Kpatoxsunosa, A.: XpaHeHHe JApPOMIKeBHIX TPHO-
KOB NpH yJbTPaHU3Koii Temneparype. Ksac. npym. 30, 1984,
Ne 2, ctp. 35—37.

ABTOD ONMHCHIBAET ONBIT N0 XPAHEHHIO JPOMIKEBHIX IPHO-
KOB IIDH BECbMa HH3KOH TeMmepaType, peajH30BaHHOH JKHJI-
KHM a30TOM, NPH MOMOILH KOTOPOTO JOCTHTAeTCsi Temrepa-
Typa a0 —196,8 °C. Ilo cpaBHEeHHIO ¢ APYIHMH 3TOT METOJ
XpaHeHus GoJiee JIOpPOT, OAHAKO €ro MPeHMYLIeCTBOM
IBJISIETCST cOXpaHeHHe B cpenneM 62—95 00 kieTok ApoxK-
Keil.

Kockovéa-Kratochvilovd, A.: A Maintaining of Yeast at
Very Low Temperatures. Kvas, prim. 30, No. 2 p. 35—37.

The article describes experiences with a maintaining
of yeast at very low temperatures using liquid nitrogen.
This procedure permits to achieve the temperature of
—196.8 °C. Comparing with other methods, this proce-
dure is more expensive but its great advantage is in the
relatively high viability of cells (62—95 %).

Kockova-Kratochvilova, A.: Aufbewahrung der Hefen bei
ultraniedriger Temperatur. Kvas. prim. 30, 1984, Nr. 2, S.
35—37.

Die Autorin beschreibt die Erfahrungen mit der He-
fenaufbewahrung bei sehr niedrigen Temperaturen, die
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durch fliissigen Stickstoff realisiert wurden, wobei Tem-
peraturen bis zu — 196,8 °C erzielt werden konnen. Im
Vergleich mit anderen Aufbewahrungsverfahren ist die

£

beschriebene Methode kostspieliger; ihr grosser Vorteil
liegt jedoch darin, daR im Durchschnitt 62 bis 95 %
Zellen iiberleben.



