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POROVNANI VYBRANYCH
ZMRAZOVACICH TECHNIK PRO
DLOUHODOBE UCHOVAVANI
KMENU PENICILLIUM
ROQUEFORTI

Ladislav Bar, Zuzana Dlouha
VWzkumny Ustav mlékarensky s.r.o., Tabor

THE COMPARISON OF CRYOPRESERVATION
TECHNIQUES FOR LONG-TERM STORAGE
OF PENICILLIUM ROQUEFORTI STRAINS

Abstrakt

Tato prace se zabyva vyuzitim zmrazovacich technik
(-70 °C) pro dlouhodobou deponaci kmenl Penicil-
lium roqueforti. Bylo vybrano 5 modelovych kmeni ze

Sbirky mlékarenskych mikroorganismi-Lakroflora®,
které byly zmrazeny tfemi rGznymi zpusoby. Jednalo
se o zmrazeni na perlitu, v Zivném médiu s glycerolem
a v podobé alginitovych pelet. V pfedem danych inter-
valech byla hodnocena zivotaschopnost kment a jejich
morfologické vlastnosti. Po 18mésicnim sledovani se
v pripadé pouziti Zivného média s pridavkem glycerolu
pocet zivotaschopnych spor pro jednotlivé kmeny snizil
priblizné o pul az o jeden a pul radu, ale stale se pohy-
boval na vyhovujici urovni kolem 10° az 107 KTJ/ml sus-
penze. MoZnost pouZiti perlitu a alginatovych pelet se
rovnéZ jevi jako vyhovujici pro dlouhodobou deponaci
kmena Penicillium roqueforti.

Klicova slova: kryoprezervace (-70 °C), Penicillium
roqueforti, alginatové pelety, glycerol, perlit, sbirka
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 10° 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

Uvod

Ziskéani Cistych kment pro potfeby sbirky mikro-
organismil je slozity proces zahrnujici izolaci kment,
pripadné preciStovani a identifikaci. Je dileZité zvolit ta-
kovy zpisob jejich skladovani, ktery, kromé Cistoty kultu-
ry, zachova v nejvys§i mozné mire i jejich Zivotaschopnost
a morfologické a genetické vlastnosti. To vSe v zavis-
losti na typu mikroorganismu a moZnostech laboratore.
Zpusobu, jak houbové mikroorganismy uchovavat je
celd fada. Mikroorganismy lze uchovavat kratkodobé ve
zkumavkach se Sikmym Zivnym agarem. Pfi skladovani
houbovych mikroorganismt timto zptisobem je nutno
kmeny jedenkrit rocné preockovavat, coz je pomérné
casoveé narocné a zaroven se tim zvysuje riziko kontami-
nace. Metody dlouhodobého uchovavani tyto nevyhody
eliminuji. Nakasone a kol. (2004) popisuje celou radu
metod dlouhodobé konzervace, od jednoduchych a lev-
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nych, jako je preliti minerdlnim olejem, uchovavani ve
sterilni destilované vod€, na rtiznych organickych sub-
stratech a nosi¢ich (dfevo, obilnd zrna, puda, pisek,
silica gel) pres kryoprezervaci az po lyofilizaci. Lyofi-
lizace ale neni vhodnd pro vSechny typy houbovych
mikroorganismil. Kryoprezervace zahrnuje metody ucho-
vavani mikroorganismu pri velmi nizkych teplotach, bud
v tekutém dusiku pfti -196 °C (pro fadu pracovist financné
nedostupny), nebo v hlubokomrazicim boxu pfi -70 °C.
Aby se zabranilo poSkozeni bun€k mrazem, pridavaji
se kryoprotektivni latky (nejcastéji glycerol, dimethyl-
sulfoxid) a dilezitou roli hraje také zpisob samotného
zmrazeni (pomalé kontrolované x rychlé). Hlubokomra-
zené kultury Ize skladovat v zavislosti na druhu mikro-
organismu a pouZzitém zpusobu kryoprezervace radu let.
Kultury neni vhodné opakované zmrazovat, mohlo by
dojit k vyznamnému sniZeni jejich Zivotaschopnosti.

Na pracovisti Sbirky mlékarenskych mikroorganismu
Laktoflora® (déle jen sbirka CCDM) je v soucasné dobé
(kromé jinych kultur) deponovano 37 kmenl Penicil-
lium roqueforti (Eurotiales, Eurotiomycetes, Ascomy-
cota). Tato houba se nejvice vyuZivd v mlékarenském
primyslu jako kultura pro vyrobu syra s modrou plisni
v tésté. Zodpovida zde za jeho specifickou chut a vini.
Jedna se ale také o Siroce roz§ifeny a bézny kontami-
nant v potravinafstvi. Optimalizace metod dlouho-
dobého skladovéni zvlasté startérovych kultur ma velky
prakticky vyznam. Tato price se zaméfuje na testovani
Zivotaschopnosti péti vybranych kment Penicillium
roqueforti zmrazenych pii -70 °C s vyuZzitim tfi typd
kryoprotektivniho média nebo nosice: v zivném bujonu
s glycerolem, uloZeni v perlitu a ve formé alginatovych
pelet.

Material a metody

Priprava kultur:

Bylo vybrdno 5 modelovych kmena Penicillium
roqueforti ze Sbirky CCDM (CCDM 294, 296, 287A,
341, 600A). Napéstovani fungdlni biomasy probihalo
v Erlenmeyerové barice s celul6zovym uzavérem na padé
MEA (Malt extract agar- priprava dle Samson a kol.,
2010) pti 25 °C, 5 dni. Néasledné byl proveden splach
pomoci fyziologického roztoku s pridavkem Tween 80
(0,05 %, Lach-Ner s.r.0., CR). Pro vyloudeni bakteridlni
kontaminace byla vznikla suspenze otestovana na médiu
GTK-M (Plate count skim milk agar, Sigma-Aldrich;
pripravovano bylo dle ndvodu vyrobce) s piidavkem
pimaricinu (1 ml/100 ml media, roztoku o koncentraci
0,9 g/1) (kultivace 3 dny pti 30 °C).

100 ul suspenze spor bylo po desitkovém fedéni fyzio-
logickym roztokem (0", 4°, 57, 5, 6°) naockovano
roztérem na Petriho misky s MEA. Tyto misky byly
pouzity pro ziskani vychoziho poctl kolonii a dile také
jako kontrola ptipadné kontaminace jinymi houbovymi
mikroorganismy, které by se na misce projevily jinym
vzhledem kolonii (Samson a kol., 2010).

PouZité metody zmrazeni
Zivny bujon s glycerolem

Do kryozkumavky s obsahem 1,3 ml kryoprotektivniho
média (80 % malt bujénu (Merck) a 20 % netedéného
glycerolu, sterilizace 121 °C, 15 minut) bylo pridano
200 pl vychozi suspenze spor a béhem hodiny nékolikrat
fadné protrepano. Poté nésledoval proces postupného
zmrazeni: 20 minut ve 4 °C, 20 minut pfi -20 °C a teprve
pak byly zkumavky pfemistény do hlubokomraziciho
boxu (-70 °C). Pro kazdy kmen bylo pfipraveno 15 zku-
mavek.

Perlit

Do kryozkumavek s 200 mg perlitu byl pfidan 1 ml
zivného médias 5 % glycerolu (sterilizace 121 °C, 20 min)
a nasledné byla k obsahu pfidana vychozi suspenze spor
(200 pl). Po protiepani byly kultury kultivovany 14 dni
pri 25 °C a nasledné byly tyto zkumavky zmrazeny stej-
nym zpusobem jako v ptipadé bujonu s glycerolem. Pro
kazdy kmen bylo pripraveno 15 zkumavek. Byla pouzita
metoda vychazejici z Gupta a kol. (2013).

Algindtové pelety

Pro vyrobu pelet byl zvolen modifikovany postup uve-
deny v Landa a kol. (2001). 500 ml sterilniho 2% roztoku
alginatu sodného (REMI M.B. s.r.0., CR) bylo smichéno
s 50 g presatych a predem sterilizovanych pSeni¢nych
otrub (sterilizace 120 °C, 1,5 h). Druhy den byla tato
smés (10 ml) smichédna se suspenzi spor (7 ml) a nasledné
pomalu kapdna do koagulacni 14zné roztoku CaCl, (2%),
(obr. 1). Po hodinovém vytvrzeni byly vzniklé granule
v ockovacim boxu scezeny pres sterilni sitko a vysypany
na Petriho misku, kde se do druhého dne nechaly vedle
sebe oteviené vyschnout. MoZnou kontaminaci jsme
zjistovali pomoci negativni kontroly: oteviené Petriho
misky (2 ks) s MEA umisténé mezi misky s peletami
a jejich nasledna kultivace pii 25 °C po dobu 5 dni.
Poté mohly byt pelety presypany do epruvety po cca
100 kusech a umistény do mraziciho boxu (-70 °C).

Obr. 1 Cerstvé pripravené algindtové pelety
ve vytvrzovacim roztoku CaCl,
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Rozmrazeni a kontrola Zivotaschopnosti

U jednotlivych kmend probihala v ¢asovych
intervalech (1 tyden, 1 mésic, 3, 6,9, 12, 15a 18 ?
mesict) kontrola Zivotaschopnosti. =

V pfipadé média s glycerolem a perlitem byla 2
pouzita vzdy 1 kryozkumavka. Rozmrazeni 7S
kryozkumavek probihalo samovolné pri poko-
jové teploté, v pripadé alginatovych pelet byly 6
odebrany 3 pelety pfimo ze skladovaci epru- 5
vety a umistény na povrch Zivné pudy (tzn. bez 55
rozmrazovani). Zkryozkumavek s glycerolem byla
rozmrazend suspenze natfedéna fyziologickym "
roztokem s Tween 80 (0,05 %, Lach-Ner s.r.o., .
CR) a naockovana roztérem na Petriho misky
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s MEA (4°,5°,5°, 6°). Po kultivaci byly spocitany
kolonie a vyhodnoceno preziti a Zivotaschopnost
jednotlivych kment. Byly také pozorovany mor-
fologické vlastnosti kolonii, zejména jejich barva.

U perlitu a alginatovych pelet byly vZdy jednotlivé
kusy umistény na Petriho misku s MEA (provedeno 3x).
Po kultivaci byl vyhodnocen pozitivni nebo negativni
nartist mycelia. Kultivace probihala vzdy 5 dni pfi 25 °C.

Vysledky a diskuse

Vybrané modelové kmeny byly zmrazeny pomoci
tfech riznych postupt a v danych ¢asovych intervalech
byla testovana jejich Zivotaschopnost.

V pfipadé zmrazeni v Zivném mediu s glycerolem byly
zjisStovany pocty zivotaschopnych spor plotnovou metodou
roztérem na MEA agaru. Z vysledkl dosazenych béhem
prvnich 18 mésici trvani skladovaciho pokusu (obr. 2) je
patrny trend pozvolného poklesu zivotaschopnosti ucho-
vavanych spor. Pokles Zivotaschopnosti spor pro jednot-
livé kmeny se pohyboval v rozmezi pll aZz jeden a pil
fadu. U kmene CCDM 294 preZilo 45,4 % spor, u kmene
CCDM 600A 41,4 %, CCDM 296 21,0 %, CCDM 287B
14,6 % a CCDM 341 5,7 % spor. PocCty Zivotaschopnych
spor se pro vsechny sledované kmeny pohybovaly na vy-
hovujici urovni kolem 10° az 107 KTJ/ml suspenze. Z gra-
fu je patrné kolisani hodnot zivotaschopnych spor a to
zejména u kmend CCDM 296 a 600A, pravdépodobné
zptsobeno malym poctem opakovani. Dale je mozZné, ze
v konkrétni kryozkumavce nedoslo k rovnomérné dis-
tribuci vychozi suspenze, pfipadné nebyla dostatecné
protfepana pred pouZitim. Metoda zmrazeni v Zivném
médiu s glycerolem je snadnd na pfipravu, kryozku-
mavky jsou malé, skladné a vzdjemné nehrozi jejich kon-
taminace. Pro Castéjsi pouZiti je potfeba pripravit vétsi
mnozstvi. Glycerol je béZzné pouzivané kryoprotektivni
médium (Hubélek, 2003). Je pouzivano v riznych kon-
centracich v kombinacich s fadou zmrazovacich technik
(Kitamoto a kol., 2002; Dahmen a kol., 1982).

Ve stejnych Casovych intervalech byly paralelné testo-
vany dalsi dvé metody uchovavani, ve formé alginatovych
pelet a na perlitu. U téchto metod nebyla Zivotaschopnost
spor hodnocena kvantitativné poctem narostlych kolonii,

Obr. 2 Zivotaschopnost spor jednotlivych kmenti Penicillium

roqueforti uchovavanych v -70 °C v Zivném bujonu
s glycerolem v pribéhu 18 mésict

pocatecni distribuce spor do alginatovych pelet nebo kul-
tivace na perlitu neprobihd zcela rovnomérné. Hodno-
cen byl pouze UspéSny nebo neuspéSny narlst. Na vSech
Petriho miskéach (tzn. pro obé formy uchovani, v pfipadé
vSech testovanych kmentl i ve vSech ¢asovych intervalech)
byl patrny nardst zeleného mycelia a kultury byly tedy ve
vsech pripadech po 18 mésicich skladovani Zivotaschopné.
Vyhoda uchovévani kultur ve formé algindtovych pelet
spociva v tom, Ze l1ze jednorazové pripravit vétsi mnozstvi
pelet. Podle potieby je 1ze dlouhodobé odebirat a vyhnout
se tak Castému rozmrazovani celého obsahu kryozkuma-
vky. Z praktického hlediska se proto vyuziti alginatovych
pelet jevi jako nejlep$i. Samotnd vyroba pelet je z tes-
tovanych metod Casové a procesné nejnarocnéjsi, to se
ovSem vraci v pozdéjsi snadné manipulaci s kmenem. Algi-
natové pelety jsou jako nosice pro uchovavani houbovych
mikroorganismli béZné pouzivané (Pereira a Roberts,
1991, Eyal a kol., 1994). Jedna se tedy o ovéfenou me-
todu, vzdjemnou kontaminaci jsme vyloucili pomoci
negativni kontroly: dvé Petriho misky jsme umistili mezi
misky s vysychajicimi peletami. Po jejich nasledné kulti-
vaci jsme nartst houbovych mikroorganismi nezazname-
nali. Pouziti perlitu je z hlediska narocnosti pfipravy ze
zvolenych metod uprostied a z hlediska praktické manipu-
lace s kmenem nepfrinesla oproti zkumavkam s glycerolem
zadné vyhody. Tato metoda je vhodna pro rizné skupiny
houbovych mikroorganismi (vcetné kvasinek), 1ze pouZzit
i pro takové, které neprezivaji rutinnéjsi zplisoby ucho-
vavani (Homolka, 2010).

Z hlediska makroskopickych vlastnosti (barva, textura
kolonii, posouzeni kolonii i ze spodni strany) nedoslo za
tuto dobu k Zadnym zaznamenanym zménam, nicméné
je jesté brzy toto hodnotit. Sledovani Zivotaschopnosti
zmrazenych kment bude probihat i nadéle.

Zaver

Zavérem je mozno konstatovat, Ze vSechny tii testované
varianty zmrazeni pfi - 70 °C jsou ve sledovaném casovém
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horizontu 18 mésict pro skladovani vhodné, coz se potvr-
dilo v pripadé vSech péti vybranych sbirkovych kmenu
Penicillium roqueforti. Vhodnost del§iho skladovéani bude
nadéle sledovana. Testované metody maji potencial pro
dlouhodobé uchovéavéni sbirkovych kment Penicillium
roqueforti a ukazuji se byt vhodnou alternativou k de-
ponaci téchto kmeni na Sikmych Zivnych agarech ve zku-
mavkdch, které je nutné znovu obnovovat v intervalech
pfiblizné 12 mésicil, coZ zvySuje nejen riziko kontami-
nace, ale negativné ovliviiuje i jejich vlastnosti.

Podeékovdni
Prispévek byl zpracovan s podporou Ministerstva
zemé&d&lstvi CR v ramci programu NPGZM.

Korespondujici autor: Ing. Zuzana Dlouha
Vyzkumny tustav mlékarensky s.r.o., Sobéslavskd 841,
390 02 Tabor, e-mail: z.dlouha@vum-tabor.cz
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“C0 JE ZAJIMAVEHO VE VEDECKE LITERATURE”

Miéko a mlécné vyrobky jsou neustale centrem pozornosti vyzkumu. Vybeér z védecké literatury pro toto Cislo zahr-

nuje nésledujici publikace:

VZTAH MEZI KVALITOU MLEKA A MLECNYCH PRODUKTU

Somatické bunky mléka a jejich vztah k mlécné uzitkovosti a kvalitativnim ukazatelim mléka vod-
nich buvoli v Italii

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.

MIéko buvolt (Bubalus bubalis) produkované v jizni Italii je vétSinou urceno k vyrobé syra Mozzarella di Bufala
Campana s chranénym oznaceni pivodu (CHOP). I pres ekonomickou podporu poslednich dvou desetileti by mél byt
zemédélsky systém dale zdokonalen, aby maximalizoval efektivitu mlékarenského priomyslu, zlepsil vynos a kvalitu
mléka a syrti a usiloval o lepsi Zivotni podminky zvifat. Pocet somatickych bunék mléka (PSB) se celosvétové pouziva
jako indikator zdravi vemene a je uZite¢ny pro monitorovani hygieny farmy. Vysoky PSB v mléce je navic spojen
se zménénym sloZenim a kyselosti a Spatnymi technologickymi vlastnostmi mléka. AvSak platebni systém v oblasti
CHOP je zaloZen spiSe na dodaném mnozZstvi neZli na kvalitativnich charakteristikdch mléka a neexistuji Zadna pra-
vidla tykajici se maximalnich limith nebo sankce za zvySenou hodnotu PSB. Hodnota PSB pro buvoli mléko neni ani
zakotvena v predpisech EU nebo v protokolech CHOP. Z diivodi zajisténi fenotypové charakterizace PSB v populaci
a zlepseni znalosti o kvalité buvoliho mléka bylo vyhodnoceno 876 299 tidaju z kontroly uZitkovosti od 70 156 buvola.
Vysledky odhalily, Ze ptiblizné 11 % vzorki vykazalo hodnoty PSB > 400 tis./ml (tj. nad povolenou hodnotu stano-
venou pro kravské mléko evropskymi pravnimi predpisy). Na prvni, resp. na druhé a vyssich laktacich mélo vice nez
28 % (resp. 39 %) vzorkd PSB = 200 tis./ml, a 15 % (resp. 25 %) vzorka PSB = 300 tis./ml. Byla prokdzana negativni
korelace mezi mléénou uzitkovosti a PSB. Pomoci analyzy rozptylu byly sledovany rizné faktory (poradi a stadium
laktace, mésic otelenti, aj.) a jejich interakce. ZjiSténi mohou byt cenna pro stanoveni spolehlivych a a¢innych meznich
hodnot PSB, které by mély byt co nejdrive prijaty, a které by znamenaly sniZzeni hodnot PSB a zvySeni kvality mléka
u populace italskych buvola.
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