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(57) GZelom spbsobu ochrany kvasiniek
proti pésobeniu velmi nizk¢ch tepldt je
zlep3enie_zachovania Speciflckycﬁ viest-
nost{ kmenov kvasiniek, Uvedeny Glel ssa
dosiahne tak, *e na kvasinku sa pdsobi
vodnym roztokom obsahujlGcim 0,27 a2

0,5 hmot. ¥ extracelulérneho kvasinko-
vého polysacharidu a 6 s} 12 hmot, §
glycegolu nl;bo dimetylsulfoxidu v pome-
re 10° a% 10’ buniek kvasinky k 1 "6
tohto roztoku pri teplote 18 aX 25 "C a
potom sa zmrazi, Zmraz{ sa na teplotu
kvapslného dusika, Spbdaob ochrany kvasi-
niek proti pbsobeni velmi nizkych tep-
16t mé poulitie v mikrobiolégii.
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Vyndlez sa tyka spésobu ochrany kvasiniek proti G&inku velmi nizkych teplge..:

Doteraz na ochranu kvesiniek pred posobenim velmi nizkych tepldt sa pouzfwel -
12 hmot. % dimetylsulfoxid [E. D. Meyer, N. A.Sinclair, B. Nagy:-Appl. Microbiol.. 29,
739 (1975); Z. Hubdlek, A. Kockové-Kratochvilové: Folia Microbiol. 27, 242 (1982})7%
Kombindciu 12 hmot. % dimetylsulfoxidu, alebo 12 hmot. % glycerolu s 5 hmot. % hydro-
xyetyldkrobom sa docieli hledina preZivania jednotlivych termotolerantnych a mezofil-
nych druhov kvasiniek 60 % celkovej populdcis buniek /B. E. Kirsop, J. J. S. Snell:
Maintenace od Microorganisms, Academic Press, London, 109_(}984)/. Uvedeny spdsob m4
nevyhody v tom, 2e Qgéyihﬁofilné,drUhY kvasiniek a mutantné ;;;;éhnajﬁ hledinu pre2i-
vania velmi nizku 10 a2 20%, alebo vébec nepre2ivajd.

Podstata vyndlezu spolivéd v tom, 2e na kvasinku ss pdsobi vodnym roztokom cbsshu-
Jocim 0,27 a2 0,50 hmot. % oxtraceluldrnym kvasinkovya glykoproteinom s 6 a2 12 haot.
% glycerolu slebo dimetylsulfoxidu v pomere 10% a2 107 kvasinkovych buniek k 1 ml
tohto roztoku pri teplote 18 a: 25 °C a potom sa zmrazi. Zmrazf sa na teplotu kvapalné-
ho dusika.

Vyhodou tohto spdsobu ochrany kvasiniek pred pdsobenim velmi nizkych teplét je,
Z2e sa docieli hladina preiivania termotolerantnych a mezofilnych druhov kvaeinisk a% do
100 ¥ celkovej populdcie a u psychrofilnych a mutantnych kmenov kvasiniek 50 a2 70 §
celkovej populdcie kvasiniek pred zmrazenim.

Extracelulédrny kvasinkovy glykbprotein pouzity v prikladoch 2 a% 8 sa pripravi
znémym spdsobor /T. Nakajima, C. E. Ballou: J. Biol. Chem. 249, 7679 (1974)7:

Priklad 1

Kultivainé médium (5 000 ml) sa odcentrifuguje od kvasniZnej biomasy a odpari pri
tlaku 5 kPa za teploty 40 °C na 1720 plvodného objemu (250 ml) a glykoprotein sa vyzré-
2a trojndsobnym mnoZstvom (750 ml) 96 hmot. % etanolu., Zrazenina glykoproteinu sa odcen-
trifuguje, potom sa rozpusti v 100 ml destilovanej vody a dialyzuje sa polas 48 hodin
pri teplote 4 °c oproti destilovanej vode. Dislyzdt sa zlyofilizuje. Ziskd sa pribliZne
3 g glykoproteinu.

Priklad 2

Pripravi ss kryomédium obsahujice 7 hmot. ¥ pivovarnickej sladiny, 0,26 g kvasni&-
ného axtraktu'(Serva), 0,5 g peptdnu (Difco) a 100 ml vodného roztoku 0,27 hmot. ¥
extraceluldrneho kvasinkovdho glykoproteinu. Kryomédium sa sterelizuje pri teplote
100 °c (Kochov spésob sterilizédcie). Po sterilizécii sa pridé dimetylsulfoxid na obssh
12 hmot. %. Do polyetylénovej inseminainej ampulky (bez citrétu sdadného) sa sterilne
napipetuje 0,5 ml kryomédia s pridd sa suspenzis kvasinkovej kultiry termotolerantného
kmena napr. Cendida albicans CCY 29-3-32 na koncentriciu 107 buntek v 1 ml. Ampulka
sa teplom zatsavi, vlo%i do kvapalného dusike a udrZuje sa pri teplote -196 °c. Po me-
siaci, roku a 5 rokov sa ampulka vyberie a vlo%i do vodného kupela teplého 37 °C na do-
bu jednej hodiny. Potom sa ampulka otvori a testuje sa preZivanie zmrazenej populécie
buniek kvasiniek, ktoré bolo po mesiaci 100 ¥, po roku 100 ¥ a po piatich rokoch 100 ¥
celkovej populdcie buniek pred zamrazenim.

Priklad 3

Postupuje sa ako v priklade 2 s tym rozdielom, 2e sa pouZije kryomédium obsshujice
6 hmot. % dimetylsulfoxidu. PreZivanie bolo po mesiaci 80 %, po roku 80 % a po piatich
rokoch 80 ¥ celkovej populédcie buniek pred zmrazenim.

Prikled 4

Postupuje sa ako v priklade 2 s tym rozdielom, %Ze sa pou2ije kryomédium obsahujucs
12 hmot. % glycerolu. Preiivanie bolo po mesiaci 95 ¥, po roku 95 & s po pistich rokoch
95 % celkoveh populédcie buniek pred zmrazenim.
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Priklad 5

Postupuje saako viprikliade '2' 'siitymiirazdielom, Ze sa pouzije kryomédiumi obsahu-
juce 6 hmot. % glycerolu. 'Predivanie bolo‘po meeiaci 60 %, po roku60 % a po platich ro-
koch 60 % celkovej populdcie buniek pred zmrazenim.

Prikled 6

Postupuje sa ako v prikladoch 2, s tym rozdielom, 2e sa pouZije vodny -roztok
0,5 hmot. % extraceluldrnsho kvasinkového polysacheridu. Preiivanie bolo po mesiaci
60 %, po roku 60 % a po piatich rokoch 60 % celkovej populdcie buniek pred zmrazenim.

Priklad 7

Postupuje sa ako v prikladoch 2 s tym rozdielom, 2e sa pridd do kryomédia suspenzia
mezofilného kmsna napr. Saccharomyces cerevisias CCY 21-4-13, Pre3ivanie bolo po mesiaci
100 %, po roku 100 %, po piatich rakoch 100 § celkovej populdcie buniek pred zmrazenim.

Priklad 8

Postupuje sa ako v prikladoch 2 s tym rozdielom, 2e sa pridd do kryomédia suspen-
zia psychrofilného kmena napr. Leucosporidium scotti CCY 64-1-1. PreZivanie bolo 50 §
po mesiaci, po reku 50 % a po piatich rokoch 50 % celkovej populédcie buniek pred zmra-
zeninm.

PREDMET VYNALEZU

1, Spésob ochrany kvasiniek proti plscbeniu velmi nizkych teplét a vnutornou
ochranou kvasiniek vodnym roztokom glycerolu alebo dimetylsulfoxidu, vyznadujici ses
tym, %e na kvasinku sa pdsobi vodnym roztokom obsahujicim 0,27 &% 0,5 hmot. % extrace-
lulédrneho kvasinkového glykoproteinu a 6 a% 12 hmot. % glycerolu alebo dimetylsulfoxidu
v pomere 10° o2 107 buniek kvasiniek k 1 ml tohto roztoku pri teplote 18 8% 25 °C a
potom sa zmrazi. .

2, Spésob podla bodu 1, vyznelujdci sa tym, e sa zmrazi na teplotu kvapalného du-
sika.
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