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Ovod

Konzervace produk¢nich kmenidi mikroorganismf@i lyo-
filizaci se v naSem fstavu provadi od roku 1962. Lyofi-
liza¢ni technika aZ do dne3ni doby pro3la dal3im vy-
vojem nejen v zahranidi ale i v CSSR. P¥i 3lecht¥ni
mikroorganismii je nezbytn& nutné vypracovat takovy
zplisob konzervace, kter§ zarucuje uchovavani ziska-
nych vlastnosti kultur. Jedna z vhodnych metod je lyo-
filizace. Tato technika se v priibéhu let vyvijela a o je-
ji zdokonaleni se zaslouZily jednak vhodn& upravené
lyofiliza€ni aparatury. jednak nové poznatky o lyofili-
zatnich médiich s G¢innymi protekénimi vlastnostmi.

Dal3i vhodnou metodou je konzervace produkcnich
kmenlti mikroorganismii tekutym dusikem, ktera se
v soutasné dobé& stdle Castéji pro své dobré vysledky
pouZivd. Mnozi autofi zkou$eji rfizné zplisoby uchova-
vani bakteridlnich kmeni, vhodnost protekénich médii,
riizné teploty a dobu pfi uskladnéni lycfilizacnich kon-
zerv a uchovdvani mikrobiologickych materidlit v teku-
tém dusiku.

Sourek [1] sledoval fadu jednoduchych a sloZenych
lyofilizaénich prostiedi v protekénim ucCinku na Zivot-
nost vice neZ 50 bakteridlnich rodd patogennich mikro-
organisml. Za podminek uZité lyofiliza¢ni techniky uka-
zala optimalni vysledky smés teleciho séra nebo berani
defibrinované krve s roztokem laktosy (do finédlni kon-
centrace 5 aZ 10%]) a Annaerovo médium s peptonem.

Antheunisse |[2] péstoval kultury baktérii, kvasinek
a hub v obyCejném agarovém médiu ve zkumavkach.
PFibliZn& za tyden po maximalnim néristu byly vatové
zatky nahrazeny aseptickymi pryZovymi zatkami. Kultu-
ry byly dale uchovdavany ve tmé pfi pokojové teploté
nebo pri 4°C. Testy Zivotnosti byly provedeny v inter-
valech mezi 1 aZz 10 léty.

Antheunisse [3] lyofilizoval baktérie, kvasinkv a hou-
by v médiu. sklddajicim se z 5% dextranu a 1% gluta-
mdatu sodného pfi pH 7. Konzervy -s lyofilizatem byly
uchovdvany ve tmé& a pii pokojové tevploté. Po 6 letech
uskladnénf byla provedena zkou3ka Zivotnosti organis-
mi. Ze 48 druhd preZilo 31 velmi dobie (tj. 80 aZ
100 %) a 9 mén& dsp&sné (tj. z 50 aZ 8" %), nebo ne-
pFeZilo. Mnoha druhiim z rodu Agrobacterium, Azotobac-
ter, Erwinia, Pseudomonas, Lipomyces a Microcyclus se
nepodaftilo pteZit vibec. Vysledky tohoto experimentu
byly porovndny se stejnymi druhy baktérii, uchovava-

nych jingm zplsobem, a sice na 3ikmé agarové puadé
v uzaviené zkumavce. .

Shipper et. al. [4] se v roce 1976 rozhodli, Ze by bylo
vhodné vyzkouSet Zivotnost mikroorganismii z nejstar-
Sich lyofilizaénich preparati. K tomuto d&elu byly vy-
brany konzervy 17 aZ 18 let staré, kde hlavni misto
zaujimaji predeviim kmeny Penicillium a Aspergillus.
Obsah kaZdé konzervy byl rehydratovan 2 ml sterilni
vody, pfeotkovdn na vhodnou plidu a inkubovdn pfi
25°C. Mikroorganismy z testovanych konzerv rostly pfi
riznych teplotdch a osvétleni. Vysledek testu Zivotnosti
kultur byl takovy, Ze 91 kultur ze 100 bylo Zivych. Ty,
které nenarostly, ziejmé trpély nedostatkem vzduchu
[vakuem) b&hem doby uchovavani.

Hubdlek [5] testoval 20 druh@ kvasinek 17 rodd na
preZiti v tekutém dusiku pfi —196 °C, kde byly uloZeny
po dobu 75 dni. Protek&ni prostiedi obsahovalo: sladovy
extrakt (2,5%), kvasniény extrakt (0.25%), pepton
10,5 %). teleci sérum (15 %) a dimethylsulfoxid (10 %).
Zivotnost bun&k v tomto médiu po rychlém nekontrolo-
vaném zmrazeni a roztdni v pevné uzavienych plastic-
kych ampulich dosahuje 2 aZ 98 %, priumé&rn& 67 % pfi
porovnani s Zivotnosti buné&ék pPfed zmrazenim. Pouze
u 4 rodll bylo pfeZiti niZ3i neZ 50 %.

Smentek [6] sledoval uchovavani 140 kmeni kvasinek
v tekutém dusiku pifi —196°C se zfetelem na sloZeni
ochranného média. Nejlepsi vysledky byly ziskdny
s ochrannou smeési obsahujici dimethylsulfoxid, Skim
Milk a Ficoll 400, kde 74 % zkouSenych kmeni vykazo-
valo preZivani bun&k vy33i neZ 60 %.

Belichova (7] péstovala mycelium a spory riznych
hub na agaru. Kultury byly pievedeny do roztoku 10%
glycerinu a rychle zmrazeny v tekutém dusiku na dobu
delsi neZ 24 hodin. Pak byly rychle zahtaty na 38 aZ
40°C pro zjisténi Zivotnosti. Ze 38 zkouSenych Kkultur
pouze 5 nenarostlo a ostatni byly Zivé. Po dlouhodobém
uchovavani kultur hub byla prokézédna celkova redukce
hladin (aktivity) enzymi. Jejich aktivita nebyla zcela
obnovena ani po né&kolikerém pasdZovani.

Gilmour [8] uvedl jednoduchy zpilisob. vhodny pro
ochranu gramnegativnich anaerobnich ale i ostatnich
baktérii v tekutém dusiku. Polypropyl!énova stébla byla
pouZita jako specidlni pouzdra a jejich dsporné rozme-
ry umoZnily skladovani vét§iho mnoZstvi kultur. Jako
kryoprotektiva bylo pouZito 0,4 mol.1-1 polyvinylpyro-
lidonu. Ten byl svymi vlastnostmi lep3i neZz glycerol
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nebo dimethylsulfoxid. VSechny mikroorganismy byly po
1 roce uchovavéni v tekutém dusiku schopny oZivat.

Bremek [9] zjistil, Ze uchovavdni kultury po dobu
1 tydne pFi 4°C po ukonéeni riistu a sporulace kultury
ma pozitivni vliv na produkci alkaloidli. Produkce se
zvysila a¥ o 15 %. Nejlep3i vysledky z uZitych ochran-
nych médif byly ziskdny pFi pouZiti média tohoto slo-
Zeni: 2% hmotn. Zelatiny a 1,2 % hmotn. glukosy. P¥i
testovani metody skladovani konidii zkoumangch kme-
nd v tekutém dusfku bylo jako kryoprotektivntho média
uZito inaktivovaného kofiského séra s 10 aZ 20 % gly-
cerolu. Zmrazovaci proces kultury velmi dobfe preZily.

Uchovédvédni kmenii v kapalném dusiku Fe3i problém
nestability konzervovaného  biologického materidlu
s Casem [10]. Napiiklad u Streptomyces aureofaciens
nebyl zjiStén pokles produkce chlortetracyklinu v pri-
béhu skladovani ve srovnani s hodnotou stanovenou
ihned po zakonzervovéani. U lycfilizovanych kmeni byl
tento pokles velmi Casty. Pro zmrazeni se osvédéila mé-
dia b&Zn& uZivand pfi lyofilizaci streptomycet s ptidav-
kem 10 % glycerolu. Izolaty jsou uloZeny v polyetyléno-
vych polStdfcich, které oproti sklengnym ampulim jsou
pfi manipulaci mnohem pohodn&jsi a bezpe&n&jsi.

Ve Vyzkumném dstavu antibiotik a biotransformaci se
pouZiva lyofilizatni metoda pro uchovéavéni produkénich
kmenii mikroorganismii produkujicich antibiotika na
piistroji LZ-9C z n. p. Frigera Kolin.

Homogenizace bakterialni kultury v lyofilizatnim médin

Jako média se pouZiva vétlinou aseptického inaktivo-
vaného koiiského séra, roztoku Zelatiny s glukosou
(5% a 5%) nebo média Skim Milk (15 %]. Povrch na-
rostlych bakteridlnich kultur v Endov& agaru se fadné
smyje timto médiem a plni pipetou do lyofilizaénich
zkumavek do vySe 1 cm. V3e se provadi pfisn& aseptic-
ky.

PFedmrazeni kultury

Provadi se pFimo v lyofilizaénim zaFizeni Frigera nej-
déle do 1 hodiny po rozplnéni. Doba namrazeni je asi
1 aZz 1,5 hodiny pFi dosaZeni maximalni teploty produk-
tu —35 aZ —40°C.

Vlastni dehydrata&ni proces — suseni

Po zmrazeni produktu se zapne vyvdva a tlak se ve
vakuové skfini sniZi aZ na hodnoty ni#3i, nez je tenze
pary nad ledem. Pfi sublimaci, jeZ je po-
chodem endotermickym, by se latka dale ochlazovala,
proto se musi teplo postupné zvolna doddvat tak, Ze
z poCatku je teplota niZ$i neZ 0°C. PFi dosu3eni se zZvy-
Suje (aZ na 25 aZ 28°C). Jakmile produkt dosdhne této
teploty, je vysuSen a lyofilizace je skonena. Proces
mrazeni a suSeni trvd pFibliZn& 10 aZ 14 hodin. Vlhkost
findlniho produktu se zpravidla pohybuje kolem 1 aZ
2 %. Teplotu produktu b&hem sudiciho procesu kontro-
lujeme kontaktnim teplom&rem, ponofenym do obsahu
lyofilizdtu v jedné ampulce.

Kapilarizace a zataveni pod vakuem

Jeden den po lyofilizaci se zkumavky s obsahem kul-
tury asi v poloviné délky nafiznou, zkrati a v boxu se
uzaviou aseptickymi vatovymi zatkami. Ochranny obal
konzervy je v&t3i zkumavka (rozméry 140 X 14 mm), do
které se souCasn& vkladaji etikety s ndzvem kultury a
indikator vihkosti (prouZek filtratniho papiru, nasyce-
ného 3% roztokem CaCl,) s datem provedené lyofiliza-
ce. Zkumavky se po kapi'arizaci a nasledné evakuaci
5 aZ 10 min zatavuji pod vakuem. PFitomnost vakua ie
mozno ovéfit pFidavnym zafFizenim lyofiliza&niho pfi-
stroje Speedivac Gauge, mode! B5 (firma Edwards Haigh
Vacuum Ltd.) na principu fialové zbarveného zafeni
v ionizovaném prostoru evakuované zkumavky.

Skladovéini konzerv

Konzervy jsou uloZzeny ve skfifiovych lednicich pfi
teploté 5°C pod pofadovym &islem lyofilizace. Jedenkrat
za 2 aZ 3 roky se provadi revize jejich kvality.

Kromé& uvedené metody je potfeba se zminit o vy-
znamnych faktorech, ovliviiujicich samotny lyofiliza&ni
proces. Jsou to pFedev3im:

a) volba a vyznam vhodného média, b) proces pFed-
mrazeni, c) druh a staFi kultury, d) proces su3eni, doba
sudeni, e) podminky p¥i skladovéni kultur, teplota, Géin-
ky svétla, f) rehydratace.

a) Volba lyofilizatniho média pro jednotlivé druhy
baktérii je velmi dileZita, zvlast& u baktérii s néktery-
mi labilnimi vlastnostmi. Zakladni kritéria protekéni
hodnoty lyofilizatniho prostfedi lze shrnout takto:

1. ochrana proti G&inkiim nizkych teplot —70 az
—196 °C pfi rychlém zmrazeni,

2. ochrana proti G¢inkim vy33ich teplot ve vysokém
vakuu pfii suseni,

3. cchrana proti a¢inkdm rehydratace.

Médium kromé svych ochrannych vlastnosti zajistuje
dale maximélni rozpustnost jednotlivych sloZek a jejich
stabilitu v roztoku. Chrani buiiky baktérii pfed nepriz-
nivymi vlivy chemickych reakci, pFfejima i vlastnosti
pufru a nesmi ovliviiovat antigenni ani ostatni charak-
teristické vlastnosti ku'tury [11].

b) Efekt pifedmrazeni produktu [11] je velmi diileZity,
nebct kdyby se sudily buiiky pFi pokojové teplot&, doslo
by k jejich nevratnému po3kozeni silami povrchového
napéti. Jakmile se v3ak buiiky nejprve zmrazi, voda mii-
Ze sublimovat z ledovych krystald pfFi relativné nizké
teploté bez pozorovatelnych cytologickych zm&n. Dal3im
faktorem pfi lyofilizaci je rychlcst zmrazovani produk-
tu. Optimélni rychlost zmrazovani bunék je 1°C za mi-
nutu.

c) Dal3im C¢initelem je druh mikroorganismi [11].
Uvadi se, Ze rezistence k lyofilizaci je ve vztahu k bu-
nétné st&né, jeji stavb& a tloudfce. Obecné jsou podle
toho odolné&jsi grampozitivni baktérie cproti gramnega-
tivnim. V neposledni Fad& je vyznamné i st4Fi kultury
pouZité pro lyofilizaci. Je potvrzeno, Ze buiiky ve sta-
ciondrni fazi riistu jsou mén# citlivé na nepfiznivé vli-
vy mrazeni a suleni. Zpravidla se doporuduje peouZit
k lyofilizaci populace bun&k na pofatku této féaze.

d) Pfi spravné dehydrataci lze pozorovat tvorbu susi-
ny postupujici od hladiny suspenze smérem dolii, spo-
jenou i se zmé&nou barvy. Standardni riistovou hodnotu
dava vZdy sulina uloZend na dné zkumavky ve tvaru
.zatky" [11]. Su3eni nejvy33i vrstvy lyofilizovaného
materialu probihd rychle, pozdé&ji se zpomaluje tim. Ze
vodni para difunduje z niZ3ich, je3t& led obsahujicich
vrstev, pfes vrstvu jiZ vysudSenou. Bakteridlni suspenze
se nesmi na za€dtku ani b&hem evakuace pfi sudenf roz-
pustit. Tento pfipad jsme zjistili u nékterych strepto-
mycet, u nichZ se pouZivalo jako média Zelatiny (5%
Zelatina, 5% glukosa). Lyofilizat se po 10 a¥ 12 hodi-
néch su3eni zcela roztekl. Dobu suleni bude zfejm& nut-
no prodlouZit o dal3i 4 aZ 6 hodin pFi max. teplot& su-
Seni 25 aZ 28°C a navic téZ zmeénit obsah Zelatiny na
1% pfi zachovéani 5 a% 10 % obsahu glukosy a pH 7,2 a%
74.

Za nejacinnéjsi dehydrataci je povaZovéna ta, ktera
je provedena v co nejkrat$i dob& aby se zabréanilo ne-
pfiznivym vliviim, k nimZ dochéazi p¥i pomalé dehydra-
taci. V3echny fdseky pracovniho procesu jsme zkratili
tak, Ze doba suleni je 10 aZ 14 hodin. Za tuto dobu je
produkt zcela suchy a navic se u3etii elektrickd ener-
gie.

e] Podminky skladovani. Atmosféru uvnitf ampulky
miize tvofit vzduch, inertni plyn nebo vakuum. Vodni
pary a kyslik ze vzduchu v3ak pliscbi na buiiky nepfiz-
nivé. Proto se z konzerv, urdenych pro dlouhodobé
uskladn&ni, vzduch pfed =zatavenim odstrani. Teplota
pfi skladovéni ampuli: ¢im je skladovaci teplota vy33i,
tim je niZ3i Zivotnost bunék i pfi pouZiti nejvhodn&jdich
médii. Optimalni skladovaci teplota pro baktérie je me-
zi 4 a% 6°C. Ulinky svétla na Zivotnost lyofilizované
bakteridlni ku!tury jsou zhoubné a zpilisobi jejich smrt
v pomérné& kratkém case.

f) PFi rozpousténi lyofilizdtu pro ofkovani na pidy
Zivného agaru pouZivame pouze aseptickou destilovanou
vodu.

Daldim zpisobem konzervace bakteridlnich bunék, po-
hlavnich bunék, krve, tkéafiovych fezii atd. je uchova-
vani v tekutém dusiku. V nadi kmenové sbirce jsme
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