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Abstrakt�

Tato práce se zabývá využitím zmrazovacích technik 
(-70 °C) pro dlouhodobou deponaci kmenů Penicil-
lium roqueforti. Bylo vybráno 5 modelových kmenů ze 

Sbírky mlékárenských mikroorganismů-Laktoflora®, 
které byly zmrazeny třemi různými způsoby. Jednalo 
se o zmrazení na perlitu, v živném médiu s glycerolem 
a v podobě alginátových pelet. V předem daných inter-
valech byla hodnocena životaschopnost kmenů a jejich 
morfologické vlastnosti. Po 18měsíčním sledování se 
v případě použití živného média s přídavkem glycerolu 
počet životaschopných spor pro jednotlivé kmeny snížil 
přibližně o půl až o jeden a půl řádu, ale stále se pohy-
boval na vyhovující úrovni kolem 106 až 107 KTJ/ml sus-
penze. Možnost použití perlitu a alginátových pelet se 
rovněž jeví jako vyhovující pro dlouhodobou deponaci 
kmenů Penicillium roqueforti.

Klíčová slova: kryoprezervace (-70 °C), Penicillium 
roqueforti, alginátové pelety, glycerol, perlit, sbírka 
CCDM

Abstract

We compared three methods of cryopreservation 
(-70 °C) for long-term storage of Penicillium roqueforti 
strains. Five model strains were selected from the Collec-
tion of Dairy Microorganisms-Laktoflora®. Strains were 
treated using glycerol enriched nutrient medium, soaked 
in perlite, and embedded in alginate prills. The viability 
of the strains and their morphological properties were 
evaluated at predetermined intervals. After 18 months 
period the number of viable spores for each strain de-
creased by one-half to one-and-a-half orders of magni-
tude in glycerol enriched nutrient media. However, the 
numbers of viable spores for the monitored strains were 
still at a satisfactory level of around 106 to 107 CFU/ml of 
suspension. Perlite and alginate prills also have the po-
tential for long-term preservation of Penicillium roque-
forti spores. 

Key words: cryopreservation (-70 °C), Penicillium 
roqueforti, alginate prills, glycerol, perlite, CCDM col-
lection

Úvod

Získání čistých kmenů pro potřeby sbírky mikro-
organismů je složitý proces zahrnující izolaci kmenů, 
případné přečišťování a identifikaci. Je důležité zvolit ta-
kový způsob jejich skladování, který, kromě čistoty kultu-
ry, zachová v nejvyšší možné míře i jejich životaschopnost 
a morfologické a genetické vlastnosti. To vše v závis-
losti na typu mikroorganismu a možnostech laboratoře. 
Způsobů, jak houbové mikroorganismy uchovávat je 
celá řada. Mikroorganismy lze uchovávat krátkodobě ve 
zkumavkách se šikmým živným agarem. Při skladování 
houbových mikroorganismů tímto způsobem je nutno 
kmeny jedenkrát ročně přeočkovávat, což je poměrně 
časově náročné a zároveň se tím zvyšuje riziko kontami-
nace. Metody dlouhodobého uchovávání tyto nevýhody 
eliminují. Nakasone a kol. (2004) popisuje celou řadu 
metod dlouhodobé konzervace, od jednoduchých a lev-
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ných, jako je přelití minerálním olejem, uchovávání ve 
sterilní destilované vodě, na různých organických sub-
strátech a nosičích (dřevo, obilná zrna, půda, písek, 
silica gel) přes kryoprezervaci až po lyofilizaci. Lyofi-
lizace ale není vhodná pro všechny typy houbových 
mikroorganismů. Kryoprezervace zahrnuje metody ucho-
vávání mikroorganismů při velmi nízkých teplotách, buď 
v tekutém dusíku při -196 °C (pro řadu pracovišť finančně 
nedostupný), nebo v hlubokomrazícím boxu při -70 °C. 
Aby se zabránilo poškození buněk mrazem, přidávají 
se kryoprotektivní látky (nejčastěji glycerol, dimethyl-
sulfoxid) a důležitou roli hraje také způsob samotného 
zmra zení (pomalé kontrolované x rychlé). Hlubokomra-
zené kultury lze skladovat v závislosti na druhu mikro-
organismu a použitém způsobu kryoprezervace řadu let. 
Kultury není vhodné opakovaně zmrazovat, mohlo by 
dojít k významnému snížení jejich životaschopnosti. 

Na pracovišti Sbírky mlékárenských mikroorganismů 
Laktoflora® (dále jen sbírka CCDM) je v současné době 
(kromě jiných kultur) deponováno 37 kmenů Penicil-
lium roqueforti (Eurotiales, Eurotiomycetes, Ascomy-
cota). Tato houba se nejvíce využívá v mlékárenském 
průmyslu jako kultura pro výrobu sýra s modrou plísní 
v těstě. Zodpovídá zde za jeho specifickou chuť a vůni. 
Jedná se ale také o široce rozšířený a běžný kontami-
nant v potravinářství. Optimalizace metod dlouho-
dobého skladování zvláště startérových kultur má velký 
praktický význam. Tato práce se zaměřuje na testování 
životaschopnosti pěti vybraných kmenů Penicillium 
roqueforti zmrazených při -70 °C s využitím tří typů 
kryoprotektivního média nebo nosiče: v živném bujonu 
s glycerolem, uložení v perlitu a ve formě alginátových 
pelet. 

Materiál�a�metody

Příprava kultur: 
Bylo vybráno 5 modelových kmenů Penicillium 

roqueforti ze Sbírky CCDM (CCDM 294, 296, 287A, 
341, 600A). Napěstování fungální biomasy probíhalo 
v Erlenmeyerově baňce s celulózovým uzávěrem na půdě 
MEA (Malt extract agar- příprava dle Samson a kol., 
2010) při 25 °C, 5 dní. Následně byl proveden splach 
pomocí fyziologického roztoku s přídavkem Tween 80 
(0,05 %, Lach-Ner s.r.o., ČR). Pro vyloučení bakteriální 
kontaminace byla vzniklá suspenze otestována na médiu 
GTK-M (Plate count skim milk agar, Sigma-Aldrich; 
připravováno bylo dle návodu výrobce) s přídavkem 
pimaricinu (1 ml/100 ml media, roztoku o koncentraci 
0,9 g/l) (kultivace 3 dny při 30 °C). 

100 µl suspenze spor bylo po desítkovém ředění fyzio-
logickým roztokem (0´, 4´, 5´, 5´, 6´) naočkováno 
roztěrem na Petriho misky s MEA. Tyto misky byly 
použity pro získání výchozího počtů kolonií a dále také 
jako kontrola případné kontaminace jinými houbovými 
mikroorganismy, které by se na misce projevily jiným 
vzhledem kolonií (Samson a kol., 2010). 

Použité metody zmrazení
Živný bujon s glycerolem

Do kryozkumavky s obsahem 1,3 ml kryoprotektivního 
média (80 % malt bujónu (Merck) a 20 % neředěného 
glycerolu, sterilizace 121 °C, 15 minut) bylo přidáno 
200 µl výchozí suspenze spor a během hodiny několikrát 
řádně protřepáno. Poté následoval proces postupného 
zmrazení: 20 minut ve 4 °C, 20 minut při -20 °C a teprve 
pak byly zkumavky přemístěny do hlubokomrazícího 
boxu (-70 °C). Pro každý kmen bylo připraveno 15 zku-
mavek. 

Perlit
Do kryozkumavek s 200 mg perlitu byl přidán 1 ml 

živného média s 5 % glycerolu (sterilizace 121 °C, 20 min) 
a následně byla k obsahu přidána výchozí suspenze spor 
(200 µl). Po protřepání byly kultury kultivovány 14 dní 
při 25 °C a následně byly tyto zkumavky zmrazeny stej-
ným způsobem jako v případě bujonu s glycerolem. Pro 
každý kmen bylo připraveno 15 zkumavek. Byla použita 
metoda vycházející z Gupta a kol. (2013).

Alginátové pelety
Pro výrobu pelet byl zvolen modifikovaný postup uve-

dený v Landa a kol. (2001). 500 ml sterilního 2% roztoku 
alginátu sodného (REMI M.B. s.r.o., ČR) bylo smícháno 
s 50 g přesátých a předem sterilizovaných pšeničných 
otrub (sterilizace 120 °C, 1,5 h). Druhý den byla tato 
směs (10 ml) smíchána se suspenzí spor (7 ml) a následně 
pomalu kapána do koagulační lázně roztoku CaCl2 (2%), 
(obr. 1). Po hodinovém vytvrzení byly vzniklé granule 
v očkovacím boxu scezeny přes sterilní sítko a vysypány 
na Petriho misku, kde se do druhého dne nechaly vedle 
sebe otevřené vyschnout. Možnou kontaminaci jsme 
zjišťovali pomocí negativní kontroly: otevřené Petriho 
misky (2 ks) s MEA umístěné mezi misky s peletami 
a jejich následná kultivace při 25 °C po dobu 5 dní. 
Poté mohly být pelety přesypány do epruvety po cca 
100 kusech a umístěny do mrazícího boxu (-70 °C). 

Obr. 1   Čerstvě připravené alginátové pelety 
ve vytvrzovacím roztoku CaCl2
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Rozmrazení a kontrola životaschopnosti
U jednotlivých kmenů probíhala v časových 

intervalech (1 týden, 1 měsíc, 3, 6, 9, 12, 15 a 18 
měsíců) kontrola životaschopnosti. 

V případě média s glycerolem a perlitem byla 
použita vždy 1 kryozkumavka. Rozmrazení 
kryo zkumavek pro  bí halo samovolně při poko-
jové teplotě, v případě algi náto vých pelet byly  
odebrány 3 pelety přímo ze skladovací epru - 
vety a umístěny na povrch živné půdy (tzn. bez 
rozmrazování). Z kryozkumavek s glyce rolem byla  
rozmrazená suspenze naředěna fyziologickým 
roztokem s Tween 80 (0,05 %,  Lach-Ner s.r.o., 
ČR) a naočkována roztěrem na Petriho misky 
s MEA (4’, 5’, 5’, 6’). Po kultivaci byly spočítány 
kolonie a vyhodnoceno přežití a životaschopnost 
jednotlivých kmenů. Byly také pozorovány mor-
fologické vlastnosti kolonií, zej ména jejich barva. 

U perlitu a alginátových pelet byly vždy jednotlivé 
kusy umístěny na Petriho misku s MEA (provedeno 3x). 
Po kultivaci byl vyhodnocen pozitivní nebo negativní 
nárůst mycelia. Kultivace probíhala vždy 5 dní při 25 °C. 

Výsledky�a�diskuse

Vybrané modelové kmeny byly zmrazeny pomocí 
třech různých postupů a v daných časových intervalech 
byla testována jejich životaschopnost. 

V případě zmrazení v živném mediu s glycerolem byly 
zjišťovány počty životaschopných spor plotnovou metodou 
roztěrem na MEA agaru. Z výsledků dosažených během 
prvních 18 měsíců trvání skladovacího pokusu (obr. 2) je 
patrný trend pozvolného poklesu životaschopnosti ucho-
vávaných spor. Pokles životaschopnosti spor pro jednot-
livé kmeny se pohyboval v rozmezí půl až jeden a půl 
řádu. U kmene CCDM 294 přežilo 45,4 % spor, u kmene 
CCDM 600A 41,4 %, CCDM 296 21,0 %, CCDM 287B 
14,6 % a CCDM 341 5,7 % spor. Počty životaschopných 
spor se pro všechny sledované kmeny pohybovaly na vy-
hovující úrovni kolem 106 až 107 KTJ/ml suspenze. Z gra-
fu je patrné kolísání hodnot životaschopných spor a to 
zejména u kmenů CCDM 296 a 600A, pravděpodobně 
způsobeno malým počtem opakování. Dále je možné, že 
v konkrétní kryozkumavce nedošlo k rovnoměrné dis-
tribuci výchozí suspenze, případně nebyla dostatečně 
protřepána před použitím. Metoda zmrazení v živném 
médiu s glycerolem je snadná na přípravu, kryozku-
mavky jsou malé, skladné a vzájemně nehrozí jejich kon-
taminace. Pro častější použití je potřeba připravit větší 
množství. Glycerol je běžně používané kryoprotektivní 
médium (Hubálek, 2003). Je používáno v různých kon-
centracích v kombinacích s řadou zmrazovacích technik 
(Kitamoto a kol., 2002; Dahmen a kol., 1982).

Ve stejných časových intervalech byly paralelně testo-
vány další dvě metody uchovávání, ve formě algi nátových 
pelet a na perlitu. U těchto metod nebyla životaschopnost 
spor hodnocena kvantitativně počtem narostlých kolonií, 

počáteční distribuce spor do algi nátových pelet nebo kul-
tivace na perlitu neprobíhá zcela rovnoměrně. Hodno-
cen byl pouze úspěšný nebo neúspěšný nárůst. Na všech 
Petriho miskách (tzn. pro obě formy uchování, v případě 
všech testovaných kmenů i ve všech časových intervalech) 
byl patrný nárůst zeleného mycelia a kultury byly tedy ve 
všech případech po 18 měsících skladování životaschopné. 
Výhoda uchovávání kultur ve formě algi nátových pelet 
spočívá v tom, že lze jednorázově připravit větší množství 
pelet. Podle potřeby je lze dlouhodobě odebírat a vyhnout  
se tak častému rozmrazování celého obsahu kryozkuma-
vky. Z praktického hlediska se proto využití algi nátových 
pelet jeví jako nejlepší. Samotná výroba pelet je z tes-
tovaných metod časově a procesně nejnáročnější, to se 
ovšem vrací v pozdější snadné manipulaci s kmenem. Algi-
nátové pelety jsou jako nosiče pro uchovávání houbových 
mikroorganismů běžně používané (Pereira a Roberts, 
1991, Eyal a kol., 1994). Jedná se tedy o ověřenou me-
todu, vzájemnou kontaminaci jsme vyloučili pomocí 
negativní kontroly: dvě Petriho misky jsme umístili mezi 
misky s vysychajícími peletami. Po jejich následné kulti-
vaci jsme nárůst houbových mikroorganismů nezazname-
nali. Použití perlitu je z hlediska náročnosti přípravy ze 
zvolených metod uprostřed a z hlediska praktické manipu-
lace s kmenem nepřinesla oproti zkumavkám s glycerolem 
žádné výhody. Tato metoda je vhodná pro různé skupiny 
houbových mikro organismů (včetně kvasinek), lze použít 
i pro takové, které nepřežívají rutinnější způsoby ucho-
vávání (Homolka, 2010). 

Z hlediska makroskopických vlastností (barva, textura 
kolonií, posouzení kolonií i ze spodní strany) nedošlo za 
tuto dobu k žádným zaznamenaným změnám, nicméně 
je ještě brzy toto hodnotit. Sledování životaschopnosti 
 zmrazených kmenů bude probíhat i nadále. 

Závěr

Závěrem je možno konstatovat, že všechny tři testované 
varianty zmrazení při - 70 ºC jsou ve sledovaném časovém 

Obr. 2   Životaschopnost spor jednotlivých kmenů Penicillium 
roqueforti uchovávaných v -70 °C v živném bujonu 
s glycerolem v průběhu 18 měsíců
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horizontu 18 měsíců pro skladovaní vhodné, což se potvr-
dilo v případě všech pěti vybraných sbírkových kmenů 
Penicillium roqueforti. Vhodnost delšího skladování bude 
nadále sledována. Testované metody mají potenciál pro 
dlouhodobé uchovávání sbírkových kmenů Penicillium 
roqueforti a ukazují se být vhodnou alternativou k de-
ponaci těchto kmenů na šikmých živných agarech ve zku-
mavkách, které je nutné znovu obnovovat v intervalech 
přibližně 12 měsíců, což zvyšuje nejen riziko kontami-
nace, ale negativně ovlivňuje i jejich vlastnosti. 
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Mléko a mléčné výrobky jsou neustále centrem pozornosti výzkumu. Výběr z vědecké literatury pro toto číslo zahr-
nuje následující publikace:

VZTAH�MEZI�KVALITOU�MLÉKA�A�MLÉČNÝCH�PRODUKTŮ

Somatické buňky mléka a jejich vztah k mléčné užitkovosti a kvalitativním ukazatelům mléka vod-
ních buvolů v Itálii
Costa A. et al. (2020): Milk somatic cell count and its relationship with milk yield and quality traits in Italian water buffaloes. Journal of Dairy Science, 
103(6), 5485–5494. 

Mléko buvolů (Bubalus bubalis) produkované v jižní Itálii je většinou určeno k výrobě sýra Mozzarella di Bufala 
Campana s chráněným označení původu (CHOP). I přes ekonomickou podporu posledních dvou desetiletí by měl být 
zemědělský systém dále zdokonalen, aby maximalizoval efektivitu mlékárenského průmyslu, zlepšil výnos a kvalitu 
mléka a sýrů a usiloval o lepší životní podmínky zvířat. Počet somatických buněk mléka (PSB) se celosvětově používá 
jako indikátor zdraví vemene a je užitečný pro monitorování hygieny farmy. Vysoký PSB v mléce je navíc spojen 
se změněným složením a kyselostí a špatnými technologickými vlastnostmi mléka. Avšak platební systém v oblasti 
CHOP je založen spíše na dodaném množství nežli na kvalitativních charakteristikách mléka a neexistují žádná pra-
vidla týkající se maximálních limitů nebo sankce za zvýšenou hodnotu PSB. Hodnota PSB pro buvolí mléko není ani 
zakotvena v předpisech EU nebo v protokolech CHOP. Z důvodů zajištění fenotypové charakterizace PSB v populaci 
a zlepšení znalostí o kvalitě buvolího mléka bylo vyhodnoceno 876 299 údajů z kontroly užitkovosti od 70 156 buvolů. 
Výsledky odhalily, že přibližně 11 % vzorků vykázalo hodnoty PSB ≥ 400 tis./ml (tj. nad povolenou hodnotu stano-
venou pro kravské mléko evropskými právními předpisy). Na první, resp. na druhé a vyšších laktacích mělo více než 
28 % (resp. 39 %) vzorků PSB ≥ 200 tis./ml, a 15 % (resp. 25 %) vzorků PSB ≥ 300 tis./ml. Byla prokázána negativní 
korelace mezi mléčnou užitkovostí a PSB. Pomocí analýzy rozptylu byly sledovány různé faktory (pořadí a stadium 
laktace, měsíc otelení, aj.) a jejich interakce. Zjištění mohou být cenná pro stanovení spolehlivých a účinných mezních 
hodnot PSB, které by měly být co nejdříve přijaty, a které by znamenaly snížení hodnot PSB a zvýšení kvality mléka 
u populace italských buvolů.


