ZYWNOSC. Nauka. Technologia. Jako$¢, 2021, 28, 1 (126), 28 — 38

DOI: 10.15193/zntj/2021/126/366

MONIKA AKIMOWICZ, BARBARA SOKOLOWSKA

ZAMRAZANIE I LIOFILIZACJA JAKO TECHNIKI UTRWALANIA
I PRZECHOWYWANIA MIKROORGANIZMOW

Streszczenie

Zadaniem kolekeji kultur jest gromadzenie i przechowywanie mikroorganizméw w celu ochrony bio-
réznorodnosci zasoboéw biologicznych. Dzialaja one jako repozytoria szczepéw do badan naukowych,
dydaktyki, zastosowan przemystowych oraz depozytow patentowych. W kolekcjach kultur mikroorgani-
zmoéw prowadzi si¢ takze badania majace na celu identyfikacje, charakterystyke i klasyfikacje oraz popra-
we wlasciwosci uzytkowych przechowywanych zasobow. Podczas przechowywania wazne jest zachowa-
nie w stanie niezmienionym morfologii, aktywnosci enzymatycznej i materialu genetycznego
mikroorganizméw, jak réwniez zapewnienie ich wysokiej przezywalnosci. Zgodnie z zaleceniami Swia-
towej Federacji Kolekcji Kultur (WFCC, World Federation for Culture Collection) ze wzgledow bezpie-
czenstwa i w celu zminimalizowania ryzyka utraty szczepow powinny by¢ one przechowywane przy
uzyciu co najmniej dwoch réznych procedur.

W niniejszej pracy przedstawiono zamrazanie i liofilizacj¢ jako techniki utrwalania i przechowywania
mikroorganizméw najczesciej stosowane w kolekcjach. Opracowanie moze by¢é pomocne w doborze
odpowiedniej techniki utrwalania, warunkow prowadzenia procesu i przechowywania oraz ozywiania
utrwalonych mikroorganizmow.

Stowa kluczowe: techniki utrwalania i przechowywania mikroorganizméw, zamrazanie, liofilizacja,
krioprotektanty

Wprowadzenie

Organizmy zywe, ich komorki lub replikowalne czgsci (plazmidy, genomy,
cDNA) stanowig material biologiczny, ktory znajduje przemystowe zastosowanie
w wielu branzach: farmaceutycznej, rolno-spozywczej, medycznej i ochronie srodowi-
ska [27, 30]. Kolekcje kultur mikroorganizmow, nazywane obecnie centrami zasobow
biologicznych, gromadzg informacje o ich genotypach i cechach fenotypowych. Po-
zwalajg poréwnywac przeszte i obecne zroznicowanie populacji mikroorganizmow,
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przewidywac przyszle zmiany, a takze ulatwia¢ identyfikacje pojawiajgcych si¢ no-
wych mikroorganizméw [38].

Skuteczne przechowywanie oznacza, ze mikroorganizm jest utrzymywany w sta-
nie wolnym od zanieczyszczen, jego materiat genetyczny nie ulega modyfikacjom, nie
nast¢pujg zmiany jego cech fizjologicznych i morfologicznych, a po ozywieniu jest
zdolny do wzrostu i namnazania w odpowiednim podtozu hodowlanym [9, 24, 34]. Na

rys. 1. przedstawiono ogdlny schemat postepowania z mikroorganizmami w kolekcjach
kultur.

Hodowla szczepéw mikroorganizméw na/w podtozu wzrostowym
Cultivation of microbial strains on/in the growth medium

<

Sprawdzenie czysto$ci szczepow poprzez prowadzenie obserwacji mikroskopowych oraz
hodowlanych / Control of strain purity by conducting microscopic and culture observations

<

Zawieszenie mikroorganizméw w medium z dodatkiem substancji ochronnych
Suspension of microorganisms in medium with protective substances added

<

Utrwalenie mikroorganizméw za pomocg jednej lub kilku metod
Preservation of microorganisms by means of one or more methods

<

Przechowywanie w odpowiednich warunkach
Storage under appropriate conditions

&

Ozywienie mikroorganizméw (rozmrazanie, nawadnianie)
Revival of microorganisms (thawing, rehydration)

<

Hodowla szczepéw mikroorganizméw na/w podtozu wzrostowym
Cultivation of microbial strains on/in the growth medium

&

Ocena zywotnosci szczepow
Evaluation of the viability of strains

<

Sprawdzenie czystosci szczepdw poprzez prowadzenie obserwacji mikroskopowych oraz
hodowlanych / Control of strain purity by conducting microscopic and culture observations

O

Kontrola stabilnosci genotypowej i fenotypowej mikroorganizmow
Control of genotypic and phenotypic stability of microorganisms

Rys. 1. Ogodlny schemat postgpowania z mikroorganizmami w kolekcjach kultur
Fig. 1.  General scheme for dealing with microorganisms in culture collections
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Najczesciej stosowanymi technikami utrwalania mikroorganizméw w kolekcjach
kultur sg zamrazanie i liofilizacja [2, 3, 4, 16, 27]. Wybor pomig¢dzy tymi technikami
zalezy od posiadanego wyposazenia, od rodzaju mikroorganizméw, celu utrwalania
1 przewidywanego czasu przechowywania.

Zgodnie z zaleceniami Swiatowej Federacji Kolekcji Kultur (WFCC, World
Federation for Culture Collection) ze wzgleddw bezpieczenstwa i w celu zminimali-
zowania ryzyka utraty szczepdw powinny by¢ one przechowywane przy uzyciu co
najmniej dwoch roznych procedur, przy czym jedna z kultur powinna by¢ zliofilizowa-
na lub przechowywana w ciektym azocie [21].

Celem artykulu bylo opisanie podstawowych cech oraz warunkéw stosowania
technik najczesciej wykorzystywanych do utrwalania i przechowywania mikroorgani-
zmoéw w kolekcjach.

Zamrazanie (krioprezerwacja)

Polega ona na utrwalaniu materiatu biologicznego poprzez jego zamrozenie
w szerokim zakresie ujemnych temperatur. Przyjmuje si¢, ze do dtugotrwalego prze-
chowywania (powyzej 5 lat) wlasciwa jest temperatura ciektego azotu -196 °C lub jego
par wynoszaca pomiedzy -135 + -150 °C, poniewaz w tej temperaturze nie zachodza
praktycznie zadne mutacje materiatu genetycznego [2, 3, 4, 16, 19, 27]. Metoda ta jest
uniwersalna i moze by¢ stosowana do kazdego rodzaju materiatu biologicznego. Prze-
chowywanie w zamrazarkach (w temp. -20 + -80 °C) nie gwarantuje dlugoterminowe-
go skutecznego przechowywania, nawet jezeli poczatkowo daje dobre efekty [16], jest
wigc odpowiednie do przechowywania mikroorganizmow ponizej 5 lat oraz do prze-
chowywania kultur roboczych. Zamrazanie materialu biologicznego jest takze pierw-
szym etapem procesu liofilizacji (suszenia sublimacyjnego).

Zarowno podczas zamrazania, jak i liofilizacji komorki sag poddawane dziataniu
niskich temperatur, co powoduje tworzenie krysztatdw w medium i wewnatrz komo-
rek. Podczas powolnego zamrazania poczatkowo formuja si¢ krysztaty lodu na ze-
wnatrz komorek. Dochodzi wowczas do zaburzenia rownowagi osmotycznej, odwod-
nienia (woda na zasadzie osmozy wyplywa z komorki do otaczajacego ja roztworu
hipertonicznego), w efekcie czego nastepuje zatgzanie substancji rozpuszczonych
w cytozolu i1 skurczenie komoérek (zjawisko plazmolizy) [22]. Z kolei szybkie zamra-
zanie komorek minimalizuje efekt zachwiania rownowagi osmotycznej, ale prowadzi
do tworzenia wigkszej ilosci krysztatow lodu wewnatrz komorek, co powoduje ich
uszkodzenie, a nawet §mier¢ [23, 29]. Zamrazanie moze by¢ przyczyng szeregu nieko-
rzystnych nastgpstw, m.in. utraty zywotnosci, uszkodzenia blony i $ciany komorkowe;,
zahamowania oddychania, zatrzymania transportu aktywnego, blokowania syntezy
RNA, DNA, biatek, hamowania indukcji operondéw oraz ztozonych reakcji enzyma-
tycznych, uszkodzenia DNA czy zmian morfologicznych komoérek [7]. Uszkodzenia
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lipidow bton biologicznych, rybosomow i DNA sg odwracalne, w przeciwienstwie do
tych powstalych w bialkach [36]. W celu zminimalizowania negatywnych skutkow
formowania krysztalow lodu i zaburzenia rownowagi osmotycznej stosuje si¢ kriopro-
tektanty powodujace zmiang wlasciwosci ptynu komoérkowego oraz prowadzi si¢ kon-
trolg tempa procesu mrozenia [16, 23].

Krioprotektanty

Krioprotektanty dodaje si¢ do pozywki hodowlanej podczas wzrostu mikroorga-
nizméw lub do zawiesiny komorek bezposrednio przed zamrozeniem [10, 14]. Trady-
cyjny podziat krioprotektantow uwzglednia szybkos¢ ich wnikania do komorki. Wsrod
srodkéw ochronnych szybko przenikajacych do wnetrza komorki, w ciggu 30 min,
wyroznia si¢ m.in. glikol etylenowy, glikol propylenowy, dimetylosulfotlenek
(DMSO) w stezeniach 5 + 10 %. Wolnym tempem przenikania charakteryzujg sie:
glicerol, mono-, oligo- i polisacharydy, sorbitol, mannitol, dekstran, glikol polietyle-
nowy (PEG) oraz hydroksyetyloskrobia, dziatajace krioprotekcyjnie w stezeniach 10 +
40 %. Czgs¢ srodkoéw ochronnych, np. DMSO i glicerol penetruje zarowno przez $cia-
ng, jak i btong komorkowa. Z kolei inne przechodzg tylko przez $ciang komorkowa, jak
mono- i disacharydy oraz aminokwasy, natomiast pozostala grupa krioprotektantow nie
ma zdolnosci przenikania przez $ciang komorkowa, jak polisacharydy czy PEG-6000
[10, 17].

Uwaza si¢, ze najsilniejsze dziatanie ochronne wykazujg hydrofilowe substancje
wnikajgce do wnetrza komorki. Takie krioprotektanty sprawiaja, ze btona biologiczna
staje si¢ bardziej plastyczna. Wigza si¢ z woda wewnatrz komorki, chroniac jg przed
nadmiernym odwodnieniem, obnizaja toksyczno$¢ metabolitow i temperatur¢ zama-
rzania wody, co zapobiega tworzeniu duzych krysztalow lodu w komorce. Krioprotek-
tanty majace zdolnos¢ przechodzenia tylko przez Sciang komorkowa jedynie czesciowo
zabezpieczajg komorke przed odwodnieniem podczas zamrazania. Gromadzg si¢ po-
miegdzy $ciang 1 blong komorkowa, chronige mechanicznie blong biologiczng. Niepene-
trujace krioprotektanty ulegaja adsorpcji na powierzchni komorek. Tworza tam lepka
warstwe czesciowo hamujacg wyptyw wody z komorki. Zwigkszaja lepkos¢ roztworu
na zewnatrz komorki, co spowalnia wzrost krysztatéw lodu. Utrzymuja strukture lodu
w stanie bezpostaciowym blisko powierzchni komorki [17].

Idealny krioprotektant powinien by¢ niereaktywny, dobrze rozpuszczalny w wo-
dzie, mie¢ zdolno$¢ penetracji do wnetrza komorki, charakteryzowaé si¢ niskg tok-
sycznos$cig i nie wytracac si¢ przy wyzszych stezeniach [27]. Substancjami ochronny-
mi w kolekcjach, najczesciej stosowanymi w krioprezerwacji mikroorganizméw, sa
glicerol (10 + 15 %) oraz DMSO (5 = 10 %) [2, 3, 5, 6, 35]. Glicerol wykazuje stabsze
dziatanie niz DMSO, ktory jednak w wyzszych stezeniach jest toksyczny dla komoérek
[17, 27]. Krioprotektantem chetnie uzywanym w laboratoriach naukowych jest od-
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thuszczone mleko, ktore z powodzeniem stosuje si¢ przy zamrazaniu w -80 °C [38, 39].
Wyniki wielu badan [1, 8, 18, 25, 26, 32, 33] wskazuja, ze dla roznych grup mikroor-
ganizmow, a czegsto nawet dla kazdego gatunku, powinno si¢ indywidualnie dobierac
odpowiedni krioprotektant.

Szybkos¢ chiodzenia

Najwyzszg przezywalno$¢ komoérek mikroorganizméw uzyskuje si¢ albo przy
wolnym tempie ich chtodzenia wynoszacym 5 + 180 °C/min, albo przy bardzo szybkim
— w zakresie 5 000 + 30 000 °C/min. Chtodzenie komoérek z szybkoscig posrednig 180
+ 5000 °C/min wigze si¢ z niskg przezywalnos$cig mikroorganizmoéw. Optymalna
szybko$¢ chtodzenia zalezy od zawartosci wody w komorce, wielkoSci komorki,
a takze charakterystycznych witasciwosci danego mikroorganizmu. Im wigksza jest
zawarto$¢ wody w komorce oraz im mniejszy jest rozmiar komorki (wigkszy stosunek
powierzchni do objetosci) tym wieksza jest przezywalnos¢ komorek podczas powolne-
go zamrazania [12, 13].

W praktyce w kolekcjach stosuje si¢ wolne tempo chlodzenia i standardowo wy-
nosi ono 1 + 10 °C/min [2, 3]. W celu zapewnienia stalej szybkosci chlodzenia nie-
zbedne jest stosowanie urzadzen sterowanych elektronicznie, pozwalajacych na pelng
kontrole tego parametru. Z uwagi na wysokie koszty urzadzenia te sg stosowane tylko
do zamrazania najbardziej wrazliwych szczepow. Prostszym rozwigzaniem sag izolo-
wane pojemniki (np. CollCell) zapewniajace tempo chtodzenia 1 °C/min [2, 3].

W literaturze dostgpne sa informacje o optymalnych szybkosciach chiodzenia
wybranych mikroorganizmow stosowanych na skale przemystowsg lub o duzym poten-
cjale aplikacyjnym. Przyktadowo w przypadku szczepu Lactobacillus coryniformis Si3
(biokonserwant) jest to 2,8 °C/min [28], a Lactobacillus casei ATCC 393 (probiotyk) —
5 °C/min [11]. Natomiast w badaniach Wanga 1 wsp. [37] najwigksza przezywalno$¢
Lactobacillus plantarum uzyskano przy szybkosci chtodzenia wynoszacej 10 °C/min,
a Lactobacillus casei — 1 °C/min.

Faza wzrostu i liczba komorek w zawiesinie

Na przezywalnos¢ mikroorganizméw podczas procesu zamrazania ma takze
wplyw faza ich wzrostu oraz liczba w zamrazanej zawiesinie. Najwigksza przezywal-
no$cig cechuja si¢ mikroorganizmy pochodzgce z poznej fazy logarytmicznej lub
wezesnej stacjonarnej [16, 32]. Liczba komorek bakterii i drozdzy powinna wynosi¢ co
najmniej 10® jtk/ml zawiesiny [16]. W przypadku grzybéw strzepkowych zalecana
liczba to co najmniej 10° zarodnikow/ml [3, 4].

Rozmrazanie

Proces rozmrazania komorek jest jeszcze bardziej znaczgcy niz zamrazanie [23].
Wiele czynnikow, takich jak szok temperaturowy, toksycznos¢ krioprotektantow, stres
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oksydacyjny oraz uszkodzenia komoérki podczas rozmrazania moze powodowaé zmia-
ny w genotypie i fenotypie mikroorganizmu [15]. W czasie rozmrazania komoérka ule-
ga rehydratacji, uzyskuje wlasciwy ksztalt oraz sktad ptynu komorkowego. Ponadto
usuwa ze swojego wnetrza substancj¢ ochronng. Proces rozmrazania powinien odby-
wac¢ si¢ na tyle szybko, by nie doszto do uszkodzen struktur komoérkowych. Ponadto
musi trwa¢ odpowiednio dlugo, by komodrka uzyskata stan rdwnowagi osmotycznej
[23]. W praktyce w kolekcjach stosuje si¢ rozmrazanie komodrek bakterii w tazni wod-
nej o temp. 37 °C (lub innej optymalnej dla danego szczepu bakterii), delikatnie mie-
szajac przez 2 min [2]. Komorki drozdzy i grzybow strzepkowych rozmraza si¢ w tazni
wodnej o temp. 25 + 30 °C (lub innej optymalnej dla danego szczepu), rowniez miesza-
jac przez 5 min [3].

Liofilizacja (suszenie sublimacyjne)

Liofilizacja jest procesem polegajacym na usuni¢ciu wody z uprzednio zamrozo-
nych substancji. Technika ta pozwala na przygotowanie wysuszonego preparatu mi-
kroorganizmow, ktory moze zosta¢ tatwo ozywiony przez nawodnienie [40]. Proces
liofilizacji jest ztozony i przebiega w kilku etapach: zamrazanie, suszenie pierwotne
i suszenie wtorne. Do zamrazania preparatow stosuje si¢ zwykle ciekty azot lub mie-
szaniny chtodzace (np. suchy 16d z etanolem). Suszenie odbywa si¢ w warunkach
prozniowych [20]. Gdy ci$nienie zostaje zmniejszone, a temperatura wzrosnie, rozpo-
czyna si¢ sublimacja krysztatow lodu utworzonych w komoérce podczas zamrazania, tj.
bezposrednie przejscie lodu w stan gazowy. Woda, ktéra nie ulegla wczes$niej zamro-
zeniu jest desorbowana z liofilizatu w etapie suszenia wtdrnego. Koncowa zawartos¢
wody w liofilizacie uzalezniona jest m.in. od temperatury, ci$nienia i czasu prowadze-
nia procesu suszenia, rodzaju substancji ochronnej, a takze szczepu mikroorganizmu.
Zawarto$¢ wody w wysuszonym preparacie wynosi 2 + 6 % [26]. Zaleca si¢ przecho-
wywanie liofilizatow bez dostgpu $wiatla, w pomieszczeniach o temp. 5 + 15 °C [16].
Metoda ta jest niestety czasochtonna i do$¢ kosztowna, poniewaz wymaga zaawanso-
wanego sprzetu oraz znacznych ilosci energii [24].

Czynniki wplywajgce na skutecznosc¢ procesu liofilizacji

Przezywalno$¢ komorek mikroorganizméw poddawanych procesom liofilizacji
jest wypadkowa wielu czynnikow. Sg to m.in. liczba komoérek w zawiesinie wyjscio-
wej, rodzaj i stezenie substancji ochronnej a takze warunki rehydratacji 1 ozywienia
mikroorganizmu. Substancje ochronne stosowane w procesach liofilizacji musza za-
pewni¢ ochrong komoérek zarowno na etapie zamrazania, jak i suszenia. W kolekcjach
jako substancje ochronne stosowane sg glownie: odtluszczone mleko, mleko z dodat-
kiem trehalozy i1 glutaminianu sodu, mieszanina bulionu tryptonowo-sojowego, sacha-
rozy i albuminy surowicy wolowej, mieszanina sacharozy i albuminy surowicy woto-



34 Monika Akimowicz, Barbara Sokotowska

wej, surowica konska z dodatkiem glukozy lub dodatek sacharozy do pozywki wzro-
stowej [2, 3, 5, 35].

Szczepy, ktorych preparaty stosuje si¢ przemystowo, poddawane sg komplekso-
wym badaniom zmierzajacym do optymalizacji procesu utrwalania. W badaniach
Costy 1 wsp. [8] dotyczacych liofilizacji komorek Pantoea agglomerans CPA-2 (biolo-
giczny srodek ochrony roslin), najwyzszg przezywalnos$¢ uzyskano, gdy liczba komo-
rek w zawiesinie wyjsciowej wynosita 10" jtk/ml, substancje ochronng stanowila
10-procentowa sacharoza, a jako pozywke rehydratacyjng zastosowano 10-procentowe
odtluszczone mleko. Najwyzsza przezywalnos¢ komorek Pseudomonas chlororaphis
(biologiczny $rodek ochrony roslin) po procesie liofilizacji uzyskano natomiast przy
ich liczbie w przedziale 10° + 10'° jtk/ml zawiesiny wyjéciowej, a 10-procentowy roz-
twor sacharozy stanowit substancj¢ ochronng [25].

Podczas optymalizacji procesu liofilizacji komorek drozdzy Metschnikowia pul-
cherrima (biologiczny $rodek ochrony roslin) wykazano, ze najwyzsza przezywalnos¢
zapewnialo zastosowanie zawiesiny o liczbie 10® jtk/ml, przygotowanej z 36-godzinnej
hodowli, 25-procentowego roztworu maltozy jako srodka ochronnego oraz zastosowa-
nie do rehydratacji ptynu Ringera [32].

W tab. 1. przedstawiono zalety i wady dwdch podstawowych metod stosowanych
do utrwalania, a nastepnie dtugotrwatego przechowywania mikroorganizmow.

Kontrola stabilno$ci genotypowej i fenotypowej przechowywanych
mikroorganizméw

Zmiany genotypowe i fenotypowe mikroorganizméw przechowywanych w ko-
lekcjach kultur mogg by¢ indukowane przez takie czynniki, jak: szok temperaturowy,
stres oksydacyjny, toksyczno$¢ krioprotektantow oraz tworzenie si¢ lodu wewnatrz-
komoérkowego [27].

Istnieje kilka metod typowania molekularnego stosowanych do monitorowania
zmian w materiale genetycznym bakterii i grzybow. Wyr6znia si¢ wsrod nich badanie
polimorfizmu dtugosci amplifikowanych fragmentéw (ang. AFLP, Amplified Fragment
Length Polymorphism), sekwencjonowanie genow metabolizmu podstawowego (ang.
MLST, Multi-Locus Sequence Typing), elektroforeze zelowa w polu pulsacyjnym (ang.
PFGE, Pulsed Field Gel Electrophoresis), PCR w czasie rzeczywistym (ang. Real-
Time PCR, qPCR) oraz porownywanie catego genomu [27].

Przed udostgpnieniem przez kolekcje kultur mikroorganizmoéw o$rodkom nauko-
wym czy firmie produkcyjnej, konieczne jest ponowne sprawdzenie zywotnosci, ak-
tywnosci, zdolnosci do wzrostu oraz czystosci [31].
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Tabela 1. Zalety i wady zamrazania i liofilizacji mikroorganizméw
Table 1.  Advantages and disadvantages of freezing and freeze-drying of microorganisms
Metoda
utrwalania Zalety Wady
Preservation Advantages Disadvantages
technique
Zamrazanie - Wysoka przezywalno$¢ mikroorganizmow - Trudnosci w transporcie
Freezing przy zastosowaniu krioprotektantow / High zamrozonych preparatow
survival rate of microorganisms with the use mikroorganizméw / Difficulties in
of cryoprotectants transporting frozen preparations of
- Metoda tania, tatwa do przeprowadzenia microorganisms
Inexpensive, easy to conduct method - Wahania temperatury powodujace
- Metoda odpowiednia dla wigkszo$ci utrate stabilnosci utrwalonych
mikroorganizméw / Technique suitable for mikroorganizméw / Temperature
most of microorganisms fluctuations causing loss of
stability of preserved
microorganisms
- Potrzeba okresowego
uzupeiania azotu / The need for
periodic nitrogen replenishment
- Duze zuzycie energii / High rate
of energy consumption
Liofilizacja - Wysoka przezywalno$¢ mikroorganizmow - Narazenie komorek na stres

Freeze-drying

przy zastosowaniu substancji ochronnych
High survival rate of microorganisms when
using protective substances

- Metoda zapewniajaca zachowanie cech
biochemicznych, morfologicznych

i immunologicznych komoérek nawet po
dtugoletnim przechowywaniu / Technique
that ensures biochemical, morphological and
immunological features of cells are retained
even after long-term storage

- Metoda odpowiednia gtéwnie dla
organizmOw prokariotycznych / Technique
suitable mainly for prokaryotes

- Ochrona przed zakazeniami

i zanieczyszczeniami podczas
przechowywania / Protection against
infection and contamination during storage
- Stabilno$¢ utrwalonych preparatow
mikroorganizmoéw w temperaturze pokojowej
Stability of preserved preparations of
microorganisms at room temperature

- Latwos$¢ dystrybucji / Easy distribution

spowodowany zmiang pH, niskimi
temperaturami, wysokim stezeniem
substancji rozpuszczonych,
tworzeniem krysztalow lodu,
usuwaniem wody / Exposing cells
to stress caused by changes in pH,
low temperatures, high
concentration of solutes, formation
of'ice crystals, removal of water

- Metoda czasochtonna / Time-
consuming technique

- Wysokie koszty state i operacyjne
High fixed and operating costs

- Skomplikowana procedura
wymagajaca optymalizacji
warunkow procesu / Complicated
procedure that requires
optimization of process conditions

Zrédlo / Source: opracowanie wlasne na podstawie [15, 16] / the author’s own study based on [15, 16]
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Podsumowanie

Z powodu ogromnej réznorodnosci mikroorganizmow nie mozna wybrac jednej,
odpowiedniej dla wszystkich techniki utrwalania i przechowywania [27], jednakze
zamrazanie 1 liofilizacja pozostajg od wielu lat uniwersalnymi metodami stosowanymi
w tym celu.

Na skuteczno$¢ metod utrwalania majg wplyw: rodzaj, gatunek, a nawet szczep
mikroorganizmu, rozmiar komoérki, zawartos¢ lipidow i wody w komorce, faza zbioru
komorek, liczba komoérek oraz sktad medium do zawieszania mikroorganizmoéw prze-
znaczonych do utrwalenia, a nastepnie przechowywania. W przypadku zamrazania
istotne sg rowniez temperatura, czas i szybko$¢ prowadzenia tego procesu oraz dodatek
krioprotektantow. Na zywotno$¢ mikroorganizméw po rozmrozeniu badz nawodnieniu
(liofilizaty) maja rowniez wptyw temperatura, czas i szybko$¢ prowadzenia procesu.
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FREEZING AND FREEZE-DRYING AS TECHNIQUES OF PRESERVING AND STORING
MICROORGANISMS

Summary

The task of culture collections is to collect and store microorganisms in order to protect the biodiversi-
ty of biological resources. Culture collections function as strain repositories for the purpose of scientific
research, teaching, industrial applications and patent deposits. Also, in the culture collections of microor-
ganisms, research is conducted to identify, characterise, classify and improve functional properties of the
resources stored. During storage it is important to keep the morphology, enzymatic activity and genetic
material of those microorganisms unaltered and to ensure their high survival rate. For safety reasons and to
minimise the risk of losing strains, it is recommended by the World Federation for Culture Collection
(WFFCC) to use at least two various procedures for storing them.

In the paper there are presented freezing and freeze-drying as techniques of preserving and storing mi-
croorganisms most frequently applied in collections. The article may be useful when selecting a suitable
preservation technique, process and storage conditions, and an appropriate technique to revive the pre-
served microorganisms.

Key words: techniques of preserving and storing microorganisms, freezing, freeze-drying, cryoprotectants
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