|. Biobankowanie — utrwalanie i przechowywanie mikroorganizmow

Zadaniem kolekcji kultur jest gromadzenie i przechowywanie mikroorganizmow w celu ochrony
bioréznorodnosci zasobow biologicznych. Dzialaja one jako repozytoria szczepow do badan
naukowych, dydaktyki, zastosowan przemystowych oraz depozytow patentowych. W kolekcjach
kultur mikroorganizméw prowadzi si¢ takze badania majace na celu identyfikacjg, charakterystyke
i klasyfikacje oraz poprawe wlasciwosci uzytkowych przechowywanych zasobow. Podczas
przechowywania wazne jest zachowanie w stanie niezmienionym morfologii, aktywnosci
enzymatycznej i materialu genetycznego mikroorganizméw, jak réwniez zapewnienie ich wysokiej
przezywalnosci. Zgodnie z zaleceniami Swiatowej Federacji Kolekcji Kultur (WFCC, World
Federation for Culture Collection) ze wzgledow bezpieczenstwa i w celu zminimalizowania ryzyka
utraty szczepow powinny by¢ one przechowywane przy uzyciu co najmniej dwoch roznych procedur.
Skuteczne przechowywanie oznacza, ze mikroorganizm jest utrzymywany w stanie wolnym od
zanieczyszczen, jego material genetyczny nie ulega modyfikacjom, nie nastgpuja zmiany jego cech
fizjologicznych 1 morfologicznych, a po ozywieniu jest zdolny do wzrostu i namnazania
W odpowiednim podtozu hodowlanym.

*hodowla szczepdéw mikroorganizméw na/w podtozu wzrostowym

*sprawdzenie czystosci szczepow poprzez prowadzenie obserwacji
mikroskopowych oraz hodowlanych

*zawieszenie mikroorganizmow w medium z dodatkiem substancji ochronnych

sutrwalenie mikroorganizmow za pomocg jednej lub kilku metod

*przechowywanie w odpowiednich warunkach

*ozywienie mikroorganizmow (rozmrazanie, nawadnianie)

*hodowla szczepdéw mikroorganizméw na/w podtozu wzrostowym

*0cena Zywotnosci szczepow

*sprawdzenie czystosci szczepoOw poprzez prowadzenie obserwacji
mikroskopowych oraz hodowlanych

+kontrola stabilnosci genotypowej i fenotypowej mikroorganizméw

Rysunek 1 Schemat postgpowania z mikroorganizmami w kolekcjach kultur (za: Akimowicz M,
Sokotowska B, Zamrazanie i liofilizacja jako techniki utrwalania i przechowywania
mikroorganizmow, ZY WNOSC. Nauka. Technologia. Jakos¢, 2021, 28, 1 (126), 28 — 38)



Najczgsciej stosowanymi technikami utrwalania mikroorganizméw w kolekcjach kultur sa zamrazanie
i liofilizacja. Wybor pomigdzy tymi technikami zalezy od posiadanego wyposazenia, od rodzaju
mikroorganizméw, celu utrwalania i przewidywanego czasu przechowywania.

A) Krioprezerwacja - zamrazanie

Woda stanowi 60-95% catkowitej masy aktywnie zyjacych komoérek. Przemiana wody w 16d prowadzi
do zahamowania dyfuzji i zatrzymania procesow metabolicznych. Tworzenie krysztaldow lodu moze
jednak prowadzi¢ do nieodwracalnego uszkodzenia materialu biologicznego podczas procesu
zamrazania lub rozmrazania:

- wewnatrzkomorkowe krysztaly lodu powoduja niszczenie bton komoérkowych,

- pozakomodrkowe krysztaty lodu wptywaja na uszkodzenia mechaniczne oraz chemiczne,

- zachwianie rownowagi osmotycznej wewnatrz komorek prowadzi do denaturacji biatek.

Zamrazanie moze by¢ réwniez przyczyng szeregu innych niekorzystnych nastepstw, m.in. utraty
zywotnos$ci, uszkodzenia btony i $ciany komorkowej, zahamowania oddychania, zatrzymania
transportu aktywnego, blokowania syntezy RNA, DNA, biatek, hamowania ztozonych reakcji
enzymatycznych, uszkodzenia DNA czy zmian morfologicznych komorek.
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Zamrazanie polega ona na utrwalaniu materiatu biologicznego poprzez jego zamrozenie W szerokim
zakresie ujemnych temperatur. Przyjmuje si¢, ze do dtugotrwalego przechowywania (powyzej 5 lat)
wlasciwa jest temperatura cieklego azotu -196 °C lub jego par wynoszaca pomigdzy -135 a -150 °C,
poniewaz w tej temperaturze nie zachodza praktycznie zadne mutacje materiatu genetycznego. Metoda
ta jest uniwersalna i moze by¢ stosowana do kazdego rodzaju materialu biologicznego.
Przechowywanie w zamrazarkach (w temp. -20 a -80 °C) nie gwarantuje dlugoterminowego
skutecznego przechowywania, nawet jezeli poczatkowo daje dobre efekty, jest wiec odpowiednie do
przechowywania mikroorganizméw ponizej 5 lat oraz do przechowywania kultur roboczych.
Zamrazanie materiatlu biologicznego jest takze pierwszym etapem procesu liofilizacji (suszenia
sublimacyjnego).

Wybor tempa zamrazania zalezy od typu komorek i od przeznaczenia zamrozonego materiatu. Jezeli
istotne jest zachowanie przezywalno$ci zamrazanego materialu biologicznego, to dla wigkszosci
komérek optymalnym rozwigzaniem bedzie zamrazanie z szybko$cig 1-10°C na minutg. Najwyzsza
przezywalno$¢ komorek mikroorganizmow uzyskuje si¢ albo przy wolnym tempie ich chlodzenia
wynoszacym 5-180 °C/min, albo przy bardzo szybkim — w zakresie 5000-30000 °C/min. Chtodzenie
komoérek z szybkoscig posredniag 180-5000°C/min wigze si¢ z niskg przezywalnosSciag



mikroorganizméw. Optymalna szybko$¢ chtodzenia zalezy od zawarto$ci wody w komorce, wielko$ci
komorki, a takze charakterystycznych wilasciwosci danego mikroorganizmu. Im wigksza jest
zawarto$§¢ wody w komorce oraz im mniejszy jest rozmiar tym wicksza jest przezywalnos¢ komorek
podczas powolnego zamrazania. W literaturze dostepne sg informacje o optymalnych szybkosciach
chlodzenia wybranych mikroorganizméw stosowanych na skale przemystowa lub o duzym potencjale
aplikacyjnym. Przyktadowo w przypadku szczepu Lactobacillus plantarum jest to 10 °C/min,
a Lactobacillus casei ATCC 393 (probiotyk) 5 °C/min Dodatkowo uzycie krioprotektantow zmniejszy
niebezpieczenstwo uszkodzen spowodowanych zachwianiem rownowagi osmotycznej i formowaniem
krysztatow lodu.

Krioprotektanty

Tempo procesu mrozenia ma ogromny wplyw na zmiany zachodzace w komoérkach. Tworzenie
krysztatow lodu oraz zaburzenia rownowagi osmotycznej stanowig w tym przypadku najwigksze
niebezpieczenstwo. Powolne zamrazanie prowadzi poczatkowo do tworzenia krysztatéw lodu na
zewnatrz komorek, przez co zostaje zachwiana rownowaga osmotyczna i nastepuje ich odwodnienie.
Szybkie zamrazanie minimalizuje efekt zachwiania réwnowagi osmotycznej, ale prowadzi do
tworzenia wigkszej ilosci lodu wewnatrz komorek, co wplywa na ich uszkodzenie.

Uznaje sig¢, ze skuteczna substancja ochronna powinna chroni¢ komorki podczas mrozenia oraz
tworzy¢ stelaz zapewniajacy stabilnos¢ 1 tatwos¢ rehydratacji. Substancje ochronne mozna
klasyfikowa¢ wedlug réznych kryteriow. Pierwsze kryterium wynika z masy czasteczkowej —
czasteczki o wysokiej badz niskiej masie czasteczkowej. Bardziej tradycyjny podziat zwiazany jest
z czasem wnikania do komorki, tzn. na substancje szybko wnikajace (metanol, etanol, glikol
etylenowy, glikol propylenowy, dimetylosulfotlenek (DMSO) oraz wnikajace wolniej (glicerol).
Dodatkowo wyrdznia si¢ podzial na substancje przenikajace tylko $ciang komorkowa (mono-
i disacharydy, aminokwasy, polimery o matej masie czasteczkowej); przenikajace jednocze$nie $ciang
komorkowa i btong komorkowa (glicerol, DMSO) oraz nieprzenikajace ani $ciany komoérkowej, ani
btony komdrkowej (polimery o wysokiej masie czasteczkowej — biatka, polisacharydy).

Krioprotektanty to substancje chronigce komorki przed negatywnymi skutkami procesu mrozenia.
Umozliwiajg zmniejszenie tempa dyfuzji wody i minimalizacj¢ szoku osmotycznego, redukcje
formowania krysztatoéw lodu wewnatrz komorek oraz obnizenie temperatury zamarzania. Dodaje si¢ je
do pozywki hodowlanej podczas wzrostu mikroorganizméw lub do zawiesiny komorek bezposrednio
przed zamrozeniem.

W zaleznos$ci od mechanizmu dziatania dzielimy je na:

1. Kirioprotektanty przenikajace do wnetrza komorek. Sa to substancje o niskim cigzarze
molekularnym, takie jak alkohole (metanol, sorbitol, glikol etylenowy, glikol propylenowy, glicerol),
DMSO i dimetylacetamid. Znajduja zastosowanie gtownie podczas powolnego zamrazania preparatow
biologicznych.

2. Krioprotektanty zewnatrzkomoérkowe. Sg to substancje o wickszym cigzarze molekularnym, ktore
nie wnikaja do wnetrza komoérek. Naleza do nich krioprotektanty ztozone (osocze krwi, mleko
odttuszczone, ekstrakt drozdzowy, ekstrakt stodowy, pepton), cukry (sacharoza, glukoza, dekstran)
oraz polimery (poliwinylopirolidon). Znajduja zastosowanie gtownie podczas szybkiego zamrazania
preparatow biologicznych.

Idealny krioprotektant powinien by¢ niereaktywny, dobrze rozpuszczalny w wodzie, mie¢ zdolnosc¢
penetracji do wnetrza komorki, charakteryzowaé sie niskg toksycznoscig i nie wytracaé si¢ przy
wyzszych stgzeniach. Substancjami ochronnymi w kolekcjach, najcze$ciej stosowanymi
w krioprezerwacji mikroorganizméw, jest glicerol (10-15%) oraz DMSO (5-10%). Krioprotektantem
chetnie uzywanym w laboratoriach naukowych jest odttuszczone mleko, ktore z powodzeniem stosuje
si¢ przy zamrazaniu w -80°C. Dla réznych grup mikroorganizmow, a czgsto nawet dla kazdego
gatunku, powinno si¢ indywidualnie dobiera¢ odpowiedni krioprotektant.

Przed uzyciem krioprotektanty muszg zosta¢ wysterylizowane. Glicerol autoklawuje si¢ przez 15
minut w temperaturze 121°C i nastepnie chroni przed dziataniem $wiatla podczas przechowywania.



DMSO filtruje sie przez filtr nylonowy lub teflonowy PTFE 0.2 pm przemyty uprzednio alkoholem
i DMSO. Zaleca sig¢, aby krioprotektanty byly przygotowywane do uzycia w postaci jednorazowych
porcji, gdyz wielokrotne korzystanie z wigkszego pojemnika prowadzi do wprowadzania
zanieczyszczen i wilgoci.

rodzaj materiatu liczebnosé

; . ; krioprotektant -80°C -150°C
biologicznego komorek
bakterie 10" /mll glicerol (10%)
grzyby 108 /ml glicerol (10%)
drozdze 10" /ml glicerol (10%) + +
. 5 107 metanol (5-10%) lub
algi 10° - 10°/ml DMSO (5-10% + +
komérki roglinne - DMSO (5-10%) + glicerol (5-10% + +
komérki zwierzece | 10°-107/ml | DMSO (5-10%) lub glicerol (5-10%) + +
krew - Glicerol + +
surowica - - + -
) ) 6 DMSO (7%) + wotowa surowica
wirusy zwierzgce 10° /ml plodowa (FBS) (10%) + +
biatka - - + -

Tabela 1 Porownanie rodzajow krioprotektantow w zaleznosci od materiatu biologicznego.

W bankach szczepow wykorzystywanych do procesow biotechnologicznych wazna jest nie tylko
przezywalnos¢, ale rownie istotne jest zachowanie wyj$ciowych cech fizjologicznych szczepu
produkcyjnego, wynikajacych z niezmiennosci genetycznej podczas przechowywania zamrozonego
materiatu. Kriobanki obejmujace kolekcje mikroorganizméw, kultur komérkowych i bioproduktow -
najbardziej znane kolekcje materiatu biologicznego:

- CBS - Centraalbureau voor Schimmelcultures - najstarsza kolekcja w Europie zatozona w 1904 roku
w Holandii. Obejmuje grzyby, drozdze, bakterie, fagi i plazmidy.

- ATCC - American Type Culture Collection - linie komérkowe, hybrydomy, bakterie, fagi, drozdze,
grzyby, nasiona ros$lin, algi, wirusy, DNA, RNA, wektory, biblioteki, komorki macierzyste, kolekcje
specjalne (np. bank komorek chtoniakoéw nieziarniczych).

- ECACC - European Collection of Cell Cultures - linie komérkowe, hybrydomy, DNA, RNA,
komorki macierzyste.

- ARS - Agricultural Research Service Culture Collection (NRRL) - bakterie, promieniowce, grzyby,
drozdze.

- DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen - bakterie, fagi, drozdze,
grzyby, plazmidy, wirusy roslinne, ludzkie, zwierzece i roslinne kultury komoérkowe.

Drozdze, z racji malo skomplikowanego metabolizmu, naturalnych przystosowan do trudnych
warunkow $rodowiska i posiadania $ciany komoérkowej, tatwo jest zachowac przy zyciu w stanie
zamrozenia. Kolonie w fazie wzrostu logarytmicznego (pézna faza logarytmiczna lub wczesna
stacjonarna) wiruje si¢ i1 zawiesza w 15% roztworze glicerolu. Tak zabezpieczone drozdze
przechowuje si¢ w niskiej temperaturze (< -20°C, najczeSciej -80°C lub w ciektym azocie). Do
krotkotrwatego przechowywania (kilkudniowego) mozna wykorzysta¢ schtadzane w lodoéwce szalki
lub skosy agarowe, czasami takze podtoza ptynne.

Rozmrazanie

Proces rozmrazania komorek jest jeszcze bardziej znaczacy niz zamrazanie. Wiele czynnikow, takich
jak szok temperaturowy, toksyczno$¢ krioprotektantéw, stres oksydacyjny oraz uszkodzenia komorki
podczas rozmrazania moze powodowa¢ zmiany w genotypie i fenotypie danego mikroorganizmu.



W czasie rozmrazania komorka ulega rehydratacji, uzyskuje wlasciwy ksztalt oraz sktad plynu
komodrkowego, jednocze$nie usuwajac ze swojego wnetrza substancj¢ ochronng.

Proces rozmrazania powinien odbywac si¢ na tyle szybko, by nie doszto do uszkodzen struktur
komoérkowych. Powinien trwa¢ odpowiednio dlugo, by komorka uzyskala stan réwnowagi
osmotycznej. W praktyce w laboratoriach stosuje si¢ rozmrazanie komorek bakterii w tazni wodnej
o0 temperaturze 37 °C (lub innej optymalnej dla danego szczepu bakterii), delikatnie mieszajac przez 2
min. Komorki drozdzy i grzybow strzepkowych rozmraza si¢ w tazni wodnej o temp. 25-30 °C (lub
innej optymalnej dla danego szczepu) mieszajac przez 5 min.

B) Liofilizcja — suszenie sublimacyjne

Suszenie przez wymrazanie, znane rowniez jako liofilizacja (Ilub suszenie sublimacyjne), jest czgsto
stosowane do usuwania wody z wrazliwych — gtéwnie biologicznych — produktéw bez niszczenia
ich. Przyktadem produktéw liofilizowanych sa antybiotyki, bakterie, Szczepionki, leki diagnostyczne,
produkty zawierajace biatka, komorki, tkanki oraz $rodki chemiczne.

Produkt przeznaczony do suszenia jest mrozony W ci$nieniu atmosferycznym. Nastepnie,
W poczatkowej fazie suszenia — definiowanej jako suszenie podstawowe — woda (pod postacig lodu)
jest usuwana w procesie sublimacji, a w drugiej fazie — suszenia wtérnego — usuwana W procesie
desorpcji. Liofilizacja przebiega z podcisnieniem. Warunki w ktorych przebiega proces determinujg
jako$¢ liofilizowanego produktu.

Liofilizacja jest procesem sktadajgcym si¢ z trzech etapow: zamrazania, sublimacji i desorpcji.

Zamrazanie

Gdy roztwor wodny jest chtodzony, tworzone sg zarodki krystalizacji. Wokot miejsc nukleacji
gromadzi si¢ woda, co powoduje powstawanie krysztatkoéw o réznych rodzajach i ksztattach. Tempo
liofilizacji, sktad podstawowego produktu, zawarto$¢ wody, lepko$¢ ptynu oraz obecnos$¢ substancji
niekrystalicznej, to kluczowe czynniki decydujace o ksztalcie i rozmiarze krysztatkow oraz
wplywajace na pozniejszy proces sublimacji. Temperatura zamrazania czystej wody wynosi 0°C.
Jezeli w wodzie rozpuszczane sg inne substancje, temperatura zamrazania spada. Jesli obecne sa sole
nieorganiczne, moze by¢ znacznie nizsza. Jezeli zamrazany jest slaby roztwor, czysty 16d zostanie
poczatkowo oddzielony, co zwigkszy gestos¢ rozpuszczonej substancji w roztworze resztkowym
(i dodatkowo zmniejszy punkt zamrazania).

Przed suszeniem sublimacyjnym nalezy ustali¢ najodpowiedniejsza technike zamrazania dla
konkretnego produktu oraz jego parametry. W wypadku produktéw farmaceutycznych stosowane sg
dwie rézne metody zamrazania: zamrazanie przez styczno$¢ ze schtodzong substancjg lub zamrazanie
rotacyjne/dynamiczne w chtodziwie.

Pierwsza metoda jest technika zamrazania statycznego, w ktorej wszechstronny liofilizator musi
dostosowa¢ predko$¢ zamrazania do konkretnego produktu oraz sterowac predkoscia zamrazania.
W wigkszosci przypadkow wymogi te pozwoli spetni¢ koncowa temperatura -50°C. Druga metoda jest
stosowana, gdy wigksze ilo$ci produktu ptynnego sa zamrazane i suszone w kolbach lub duzych
butelkach. Odpowiednia technika zamrazania pozwala otrzymaé¢ zamrozony produkt nadajacy sie do
sublimacji, to znaczy jednolity i tak cienki jak to mozliwe, a wszystko to w krotkim czasie suszenia.

Sublimacja

Kolejny etap liofilizacji polega na usunigciu z produktu wody w postaci lodu poprzez bezposrednie
jego przejscie w par¢ wodna (posta¢ gazowa), czyli sublimacj¢. Niezbgdna do tego jest energia
W postaci ciepta.

Na poczatku podstawowej fazy suszenia na powierzchni produktu przebiega sublimacja lodu. Na
etapie suszenia do wychwytywania niewielkich ilosci wody wykorzystuje si¢ chemiczny s$rodek
suszacy — dekatlenek tetrafosforu, lepszym rozwigzaniem jest jednak uzycie kondensatora (tzw.
kondensator lodu). Na dalszym etapie procesu powierzchnia sublimujaca cofa sie¢ do produktu,
a powstata para przechodzi przez wysuszone wczesniej powloki zewnetrzne. Cieplo wymagane do
sublimacji jest dostarczane poprzez konwekcje i przewodnictwo cieplne oraz w mniejszym stopniu
przez promieniowanie termiczne. Podstawowa faza suszenia trwa do momentu, w ktérym produkt
zostanie poddany sublimacji. Suszenie jest najbardziej czasochtonnym etapem liofilizacji.



Desorpcja

Na etapie suszenia wtornego lub ostatecznego resztkowa zawarto$¢ wilgoci jest redukowana do
mozliwie niskiego poziomu, aby umozliwi¢ trwate przechowywanie produktu. Woda zwigzana przez
adsorpcje na wewnetrznej powierzchni produktu musi zosta¢ usunicta. Aby to osiggnac, czgsto nalezy
pokona¢ sity kapilarne wody. W tym celu powoli podnosi si¢ temperatur¢ materiatu. Najlepszy efekt
desorpcji osigga si¢ przeprowadzajac ja krotko w wyzszej temperaturze. Proces suszenia wtoérnego
nalezy precyzyjnie kontrolowac, aby zapobiec nadmiernemu wysuszeniu produktu.

11. Ocena zywotnosci i stanu odzywienia drozdzy

Barwienie drozdzy blekitem metylenowym

Blekit metylenowy (ang. methylene blue) jest barwnikiem, wskaznikiem pH oraz farmaceutykiem.
Blegkit metylenowy zostal zsyntetyzowany po raz pierwszy w 1883 r. Odkryto, ze biekitem
metylenowym mozna specyficznie wybarwi¢ zarodzca malarii (Plasmodium malariae) w krwi
pacjentdow chorych na malarie. Podczas barwienia roznych tkanek zaobserwowano zmienna,
odwracalng redukcje¢ blekitu metylenowego do bezbarwnej formy blekitu leukometylenowego. Po
ekspozycji na tlen, niebieski kolor utlenionego btekitu metylenowego powracat.

Blekit metylenowy jest kationowym barwnikiem, ktoéry nadaje niebieski kolor ujemnie naladowanym
polifosforanowym czesciom komorek (takim jak kwas rybonukleinowy). W przypadku drozdzy
zabarwieniu ulegaja komorki martwe, w ktorych zniszczona zostata btona komoérkowa, warunkujaca
bariere potprzepuszczalnos$ci. Blekit metylenowy w $rodowisku wzrostu, w wyniku dziatania
dehydrogenaz drozdzy, przechodzi w form zredukowang, bezbarwny leukobtekit.

Btekit metylenowy

H,0, NADPH
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za: Fajkis N, Kotaczkowski M, Marcinkowska M; Strategia repozycjonowania, czyli nowe
zastosowanie dla starych lekoéw. Wiadomos$ci Chemiczne. 2018:72, 11-12

Barwienie drozdzy plynem Lugola

Glikogen jest silnie rozgatezionym polisacharydem, homopolimerem zbudowanym z reszt o-D
glukozy polaczonych ze soba wigzaniami a-1,4-glikozydowymi, a w miejscach rozgatezien a-1,6-
glikozydowymi. Glikogen ma budowg zblizong do sktadnika skrobi — amylopektyny. Masa
czasteczkowa glikogenu jest r6zna i waha si¢ w granicach od kilkuset tysiecy do kilku milionéw Da.
Glikogen z jodem tworzy kompleks o barwie czerwonobrunatnej. Pozwala to na odroznienie
niektorych polisacharydow (glikogen, skrobia) od innych, gdyz kompleksy takie moga by¢
wytwarzane tylko przez czasteczki o odpowiednio duzych wymiarach i uporzadkowanej strukturze.
Boczne tancuchy rozgatgzionej czasteczki glikogenu tworzag uklady spiralne, w ktorych $rodku
wystepuja wolne przestrzenie umozliwiajace pomieszczenie czasteczek jodu. Barwny efekt jest tym
silniejszy, im wigksze sg czasteczki polisacharydu, a wiec im wicksza jest liczba czasteczek jodu
zwigzanego w kompleksie.



W warunkach obfitosci substancji pokarmowych, np. na poczatku fermentacji, komorki drozdzowe
wzbogacajg si¢ w substancje zapasowe, takie jak glikogen — rezerwowy weglowodan, ktorego
zawarto$¢ moze osiagnag¢ do 30% suchej substancji drozdzy. Gromadzone s3 takze dwucukier —
trehaloza, fosforany i lipidy.

Ocena stanu odzywienia drozdzy polega ona na okresleniu zawartosci glikogenu. Drozdze zawierajace
glikogen po dodaniu ptynu Lugola beda barwily si¢ na kolor ciemnobrunatny, a nieposiadajace
glikogenu na jasnozotto. Obecnosé glikogenu $wiadczy o dobrym odzywieniu drozdzy.



