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Na uchovdvanie mikroorganizmov sa pouZivaja
viaceré met6dy: pasdZovanie na agarovych pddach,
prekrytie kultary parafinovym olejom, spéry ulo-
Yené v zmesi piesku a hliny, lyofilizdcia alebo
uchovévanie v tekutom dusiku, Najuniverzédlnejsia
je poslednd metéda, vyZaduje vSak 3pecidlne na-
doby a zariadenia a neustéle dopliiovanie dusika.
V zbierkach sa dlhodobe pouZivaji rézne formy
lyofilizdcie. V naSom laboratériu sme upravili lyo-
filizadn metédu a vypracovanym postupom sme
zakonzervovali rézne mikroorganizmy. Po dlhSej
dobe uchovévania sme kultdry vyofkovali na pev-
né agarové média, overili sme ich preZivanie a
u viacerych tieZ ich schopnosti produkovat uréité
metabolity.

MATERIAL A METODY

Kultiry uchovdvané nasim postupom si uvedené
v tabulke 1. Vzhladom na rdznost zloZenia kulti-
vaénych médii uvddzame len ich nézov a préce,
v ktorych si ich zloZenia a tieZ detailné postupy
kultivdcie. KedZe nami uchovédvané Kkultdry boli
pouZité aj na pripravu ich metabolitov, uvddzame

aj analytické metddy ich stanovenia, tj. prace, kde
si uvedené detailné postupy. U niektorych Kkultdr
sme sledovali iba ich preZivanie. Postupy na pri-
pravu konzerv jednotlivfch skupin mikroorganiz-
mov si uvedené na obrdzku 1. Na lyofilizdciu sme
pouZili pristroj Leybold-Heraeus GT2 (SRN), ktory
je uvedeny na obraze 1. Suspenziu spér alebo im
podobnych dtvarov sme pripravili splachnutim po-
vrchu agarovej kultiry 5% roztokom malt6zy, kon-
centrdciu spér sme volili podla dcelu pripravy
konzerv. Suspenziu spér sme rozplnili po 1 aZ 5 ml
do tenkostennych ampil, pouZivanych na pripravu
injek&énych roztokov. Objem suspenzie tvoril 1/5 ob-
jemu ampule., Ampule so spérovou suspenziou, pre-
kryté sterilnou gézou, sme vloZili do mraziacej
zmesi, ktord pozostdvala z aceténu (etanolu) a
pevného CO;, v niektor§ch postupoch sme pouZili
i tekutého dusika. Vlastnd sublimécia vodnej fézy
sa realizovala v uvedenom uZ zariadeni. Po ukon-
fenf sublimécie sa do hrdla ampule vloZila sterilna
vata a ampule sa bez evakudcie zatavili.

Pri oZivovani kulttiry sme povrch ampule otreli
etanolom, koniec ampule urezali a pridali sterilnt
vodu. Pripravend sporovd suspenzia sa preniesla
na $ikmé agarové média alebo priamo do tekutej
inokula¢nej pody.
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Obr. 1. Zariadenie pouZité na lyofilizdciu Leybold-Hera-
eus CT 2

1 — polika na produkt, 2 — uzatvaracia klapka, 3 —
su¥iaca komora, 4 — kondenzdtor, 5 — zavzduSiovaci
ventil, 6 — meranie vdkua, 7 — mraziaca jednotka, 8 —
kondenzét, 9 — odmrazova, 10 — vikuovd pumpa

VYSLEDKY A DISKUSIA

Postup, ktory sme pouZivali, je vhodn§y na ucho-
vdvanie mikroorganizmov vytvérajtcich spory ale-
bo im podobné funkéné dtvary. Met6da je relativne
jednoduché, mélo pracnd a moZno ju vyuZit v la-
boratoriach, kde sa pracuje s vd¢$im poétom kul-
tar a hlavne tam, kde sa mikroorganizmy vyuZivaja
na biosyntézu metabolitov, pri skriningovych me-
tédach a metédach pouZivanych na stanovenie bio-
logicky aG&innych latok. Postupom uvedenym na
obr. 2 pripravili sme konzervy rdznych mikroorga-
nizmov, z nich 13 je uvedenych v tabulke 1 a 2.

Schopnost preZivania spor jednotlivfch Kkultdr
sme kontrolovali bezprostredne po lyofilizécii, aby
sme zistili imrtnost spor, resp. poskodenie kultir
v priebehu samotnej lyofilizdcie. Pocet preZivaji-
cich spor po lyofilizAcii bol v rdmci rozptylu bio-
logickej metody. U Eremothecium ashbyi a Gibbe-
rella fuikuroi sme kontrolovali preZivanie spor po
30, 90, 180 a 360 diioch, potom po 2 rokoch a ko-
ne¢ne po 18, resp. 20 rokoch. U ostatnych kultar
sme ich preZivanie kontrolovali po 1 a 2 rokoch,
dlh3ie intervaly sdi uvedené v tabulke 2. Aniu jed-
nej kulttry sme v priebehu 2 rokov nemali pro-
blémy s jej oZivenim, pri dom si kultiry v tomto
intervale uchovali svoje produkéné schopnosti.

Vypracovanie postupu bolo zamerané na jeho vy-
uZitie v technologickych laboratériach, kde sa
s tymi istymi kultdrami pracuje systematicky, ale
ich pasdZovanie nepriaznivo vplyva na biosyntézu
ich metabolitov. KedZe obsah ampule je podétom
spor ekvivalentny poctu spOr potrebnych na oc-
kovanie inokuladnych médii (priprava vegetativ-
neho inokula), je moZné preniest sporovi suspen-
ziu priamo do tekutého média. Doba nérastu vege-
tatfvnej formy mikroorganizmu sa prediZi o 24,
max. 48 hodin. Vyhoda takto pripravenych konzerv
je i v tom, Ze sa vyluci vplyv paséZovania kultary
a tym sa z(Z%i aj rozptyl v produkcii metabolitov.
Tento poznatok bol u E. ashbyi, G. fuikuroi, Peni-
cillium chrysogenum a Penicillium cyaneum po-
tvrdeny i v poloprevddzkovych pokusoch.

Popisany postup je aktudlny aj v laboratériach,
kde sa pouZivaji rozne kmene i v nepravideln§ch
intervaloch pre testovanie biologicky aktivnych 14-
tok (farmécia, potravinérstvo, polnohospodarstvo).
Pripravené konzervy zarufuji po dobu 2 rokov
itandardné spoérové inokulum a tym tieZ va&Ziu
presnost vo vysledkoch. Naviac nie je potrebné
kulttiry bezprostredne pred ich pouZitim pasdZovat
na agarovych médiach.

Pri sprdvnom postupe sa vylifia i kontaminédcie
kultir inymi mikroorganizmami. U producentov
metabolitov zaruCuje postup i stabilitu procesov.
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Tabulka 1. Média a kultivadné postupy mikroorganizmov, analytické stanovenie metabolitov

Mikroorganizmus

Médium a postup kultivacie

Analytickd metbda

Gibberella fuikuroi U-2

Mycélium sterilium X-80

Aspergillus sclerotiorum A-42
Aspergillus niger X-172

Coprinus sp. C-20

Penicillium vermiculatum CCM F-276
Cunninghamella elegans NRRL 1393
Eremothecium ashbyi

Streptomyces griseus UI 13976
Penicillium stipitatum Thom
Arthrobacter simplex ATCC 6946
Aureobasidium pullulans de Bary
Cladosporium sphaerospermum No. 22

Sladinovy agar [1, 2]
Czapek-Doxov agar [7]
Sabouraudovo médium [1, 4]
Sabouraudovo médium [1, 5]
Czapek-Doxov agar [7]
Czapek-Doxov agar [7]
Sabouraudovo médium [1, 9]
Gorodkovej pdda [10, 11]
Bennetovo médium [1]
Czapek-Doxov agar [7, 13]
Nutrient agar [1, 15]
Sladinovy agar [1, 16]
Sladinovy agar [1, 17]

PC [3]

TLC [4]

TLC [5]

gravimetria [6]

TLC [7], HPLC [8], TLC [5]
TLC [9]

polarografia [12]

TLC [13], polarografia [14]
TLC [9]
TLC [16]

TLC — tenkovrstevnd chromatografia, HPLC — vysokofi&

matografia

Tabulka 2. Mikroorganizmy uchovdvané popisanou metdédou

innd kvapalinovd chromatografia, PC — papierovd chro-

Uchovédvany mikroorganizmus

VyuZitie kmeiia

Doba oZivenia

G. fuikuroi U-2

M. sterilium X-80

A. sclerotiorum A-42

A. niger X-172

Coprinus sp. C-20

P. vermiculatum CCM F-276

C. elegans NRRL 1393
E. ashbyl

S. griseus UI 13976

P. stipitatum Thom

A. simplex ATCC 6946
A. pullulans de Bary

Produkcia giberelfnov a bikaverfnu 20 rokov
Degradécia ligninu 18 rokov
Transformécia bikaverinu 8 rokov
Transformécia kardioglykozidov 8 rokov
Degradécia celul6zy 8 rokov
Produkcia vermikulinu, vermistatinu, 7 rokov
transformécia kardioglykozidov

Transformécia withaferinu A 7 rokov
Produkcia riboflavinu 6 rokov
Transformécia vinkaalkaloidov 6 rokov
Produkcia cytostipinu a tropolénov 6 rokov
Transformécia morfinanov 2 roky
Transformécia withaferfnu A 2 roky
Drevosfarbujtci kmefi 2 roky

C. sphaerospermum No. 22

Uvedenym postupom moZno na pracovisku ucho-
vévat relativne velké mnoZstvo mikroorganizmov
s minimélnou pracnostou. Raz za 1 aZ 2 roky pri-
pravi sa vdc3ie mnoZstvo konzerv z toho istého
materidlu a moZno ich potom uchovat pri beZnej
laboratérnej teplote. Postup zvySuje i ekonomiku
préce v biologickych laborat6riach.
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Lektoroval Ing. F. Machek, CSc.

Fuska, ].: V¢sledky uchovdvania mikroorganizmov lyo-
filizdciou. Kvas. priim., 37, 1991, &. 5, s. 134—137.

Bol vypracovany a overeny zjednoduZeng spfsob ucho-
vdvania mikroorganizmov lyofilizdciou. Uchovédvané
kmene boll po dvoch rokoch oZivené a schopné produ-
kovat po¥adované metabolity v pdvodnfych mnoZstvéich.
Spbsob uchovévania moZno vyuZif pri priprave 3tandard-
ného inokula pre testovacle met6dy vo farmaceutickom,
potravindrskom i drevdrskom v¢skume ale aj na pri-
pravu vegetatfvneho inokula pre procesy biosyntézy me-
tabolitov.

dycka, f.: PesyabTathl XpaHeHHss MHKDOODraHH3MOB my-
TSL nmodpuanzaume. Kpac. npym. 387, 1991, Ne 5, crp.
1 137. ,

Bun paspaforan H HcCIelOBaH YNPOWEHHHA cnoco6
XpaHeHHs MHKPOOPraHH3MOB NyTeM nunoduansanun. Xpa-
HelIMecs MTAMMBl TIO WCTEYeHHHW ABYX JeT Gblin akTHBHBIE
H cnocoGHBIE TIPOH3BOXHTHL Tpefyemble MeTaGONHTH B NMpex-
HHX Koaugectsax. Cnoco6 XpaHEHHS MOXHO HCMOJb30BaTh
NPH HM3TOTOBJEHHH CTAHZAPTHBIX MATEDPHANOB HHOKYJALHH
H AN MeTONOB-TecToB B (hapMaleBTHUecKofi, mHuleBOA W
nepenooﬁpaﬁa'runalomeﬁ NPOMBIIJIEHHOCTH, H TaKXe u 1S
BereTaTHBHOro MarTepHuaJa IJs HHOKYJALHH B mnponeccax
6GHOCHHTe3a MeTaBONHTOB.
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Fuska, J.: The Results of Preservation of Microorganisms
by Lyophilization. Kvas. prim. 37, 1891, No. 5, PP.
134—137.

A simplified procedure for preservation of microor-
ganisms by lyophilization was elaborated and put to
the tests. The preserved strains were revived after two
years and they were able to produce the required me-
tabolites in the original concentrations. This procedure
of preservation can be used for preparation of stan-
dardized sporal inoculum for the test-methods in phar-
maceutical, food and wood research, for the screening
methods as well as for direct preparation of vegetative
inoculum for processes of biosynthesis of metabolites.

Fuska, ]J.: Ergebnisss mit der Anfhewahrung von Mikro-
organismen mittels Lyophilisation. Kvas. pritm. 37, 1991,
Nr. 5, S. 134—137.

Es wurde ein vereinfachtes Verfahren zur Aufbe-
wahrung der Mikroorganismen mittels Lyophilisation
ausgearbeitet und erprobt. Die aufbewahrten Stdmme
wurden nach zwei Jahren belebt und bezeugten die
Fahigkeit, die erforderlichen Metabolite in den urspriing-
lichen Mengen zu produzieren. Die Aufbewahrungs-
methode kann bei der Aufbereitung des Standard-Ino-
culums fir die Testierungsmethoden in der Forschung
ftir die pharmazeutische, Lebensmittel- und Holzver-
arbeitende Industrie, aber auch ftir die Aufbereitung
des vegetativen Inoculums fiir die Prozesse der Meta-
bolite-Biosynthese angewandt werden.



