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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea cercetdrilor. Produsele de sinteza microbiana a streptomicetelor sunt utilizate
in agricultura sub forma de preparate complexe, care suplinesc ratia furajera de baza a animalelor
de ferma, ceea ce duce la optimizarea metabolismului, fortificarea sistemului imun si cresterea
productivitatii. In plus, aditivii furajeri, pe langa valoarea nutritivi, posedd si proprietati
antioxidante si antistres, activitate antimicrobiana si imunomodulatoare, ce favorizeaza digestia
alimentelor, absorbtia lor in tesuturile tractului digestiv si inhiba dezvoltarea microflorei
patogene in intestine. Preparatele complexe obtinute pe baza streptomicetelor, pe langa pretul
destul de accesibil, sunt sigure, inofensive, ecologic pure si contribuie la 0 absorbtie mai
eficienta a substantelor nutritive biologic active din furaje, ce influenteaza pozitiv rezistenta si
productivitatea animalelor [3].

Situatia in domeniul de cercetare. Actinomicetele, in special din genul Streptomyces,
sintetizeaza antibiotice, agenti anticancerigeni, enzime, hormoni, vitamine, substante
neuroleptice, stimulatori pentru cresterea plantelor si animalelor, alte substante, utilizate n
industria farmaceuticd, medicina veterinard, agriculturd, etc [2]. Tn procesul de sintezi
directionatd a substantelor cu activitate antibacteriand de catre streptomicete, se formeaza un
numar mare si de alti metaboliti. Acesti metaboliti sunt diversi dupa structura chimica si sunt
caracterizati printr-o activitate biologica ridicata. Toate aceste proprietati au stat la baza
dezvoltarii biopreparatelor adaugate in ratia de furaje oferitd animalelor. Productia industriala a
unor astfel de biopreparate este destul de dezvoltatd, insd cautarea, izolarea, identificarea si
selectarea tulpinilor producatoare de substante biologic active in cantitati mari si a diferitor
stimulatori ai activitatii biosintetice a acestor tulpini ramane foarte actuala.

Problema de cercetare care reiese din analiza situatiei in domeniu constd in determinarea
productivitatii si activitatii biosintetice a tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 pentru a
obtine biomasa cu continut majorat de substante biologic active, cu dezvoltarea ulterioara a
produselor biologice destinate intensificarii vitezei de crestere, fertilitatii si rezistentei
organismelor la actiunea factorilor de stres.

Scopul lucrarii consta in studiul proprietatilor culturale, activitatii biosintetice a tulpinii
biomasa care influenteazd parametrii fiziologici ai organismului animalelor homeoterme

(sobolani albi) in conditii normale si de stres cronic.



Obiectivele cercetarilor:

1. Studiul proprietatilor culturale, uniformitatii, stabilitatii tulpinii Streptomyces fradiae
CNMN-ACc-11 si afilierii sale taxonomice;

2. Determinarea capacitatii de acumulare a biomasei si sintezei fractiilor lipidice,
continutului de aminoacizi si carbohidrati la cultivarea tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-
11 pe diferite medii nutritive;

3. Studiul influentei extractelor de origine cianobacteriana asupra acumularii biomasei,
sintezei aminoacizilor, fractiilor lipidice si carbohidratilor a tulpinii Streptomyces fradiae
CNMN-Ac-11;

4. Evaluarea influentei biomasei tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 asupra
indicatorilor morfologici, functionali si reproductivi ai organismului animalelor homeoterme
(sobolani albi) in conditii fiziologice normale si de stres cronic;

5. Stabilirea efectului biomasei tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 asupra
microflorei intestinale normale a animalelor homeoterme (sobolani albi) in conditii normale si
sub actiunea factorilor de stres.

Metodologia cercetdirii stiintifice se bazeaza pe principiile si metodele larg utilizate in
microbiologie si fiziologie. Indicii activitatii biosintetice a tulpinii de streptomicete au fost
studiati utilizand metodele gravimetrice, cromatografice si colorimetrice descrise in [13, 22].
Proprietatile antimicrobiene au fost studiate prin metoda difuziei metabolitilor prin utilizarea
blocurilor de agar [9]. Efectele fiziologice au fost investigate prin metodele cunoscute, descrise
in [8, 12, 15]. Analiza statistica a valorilor obtinute a fost realizata utilizand softul computerizat
Microsoft Excel 2010.

Noutatea si originalitatea stiintificd. Au fost obtinute date noi cu privire la continutul
calitativ si cantitativ al fractiilor lipidice a tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11. Pentru
prima data s-a relevat efectul utilizarii extractelor de origine cianobacteriana in calitate de adaos
aditional la mediul nutritiv de baza. In premiera s-a stabilit ci biomasa tulpinii Streptomyces
fradiae CNMN-Ac-11 contribuie in procesul de asimilare a glucozei in intestinul subtire la
animalele homeoterme (sobolanii albi), duce la majorarea masei corporale, ameliorarea indicilor
reproductivi si faciliteaza formarea reflexelor conditionate a acestora. Pentru prima datd s-a
constatat ca sub influenta biomasei tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 creste numarul
reprezentantilor obligati ai microflorei intestinale normale (Bifidobacterium spp., Enterococcus
spp.) si scade numarul bacteriilor oportuniste (Shigella spp., Yersinia spp., Proteus spp.).

Problema stiintifica importanti solutionata in lucrare consta in elucidarea activitatii

biosintetice a Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 — sursa de substante biologic active, ce a
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permis dirijarea proceselor pentru majorarea continutului de biomasa, aminoacizi si a fractiilor
lipidice, stabilind perspectiva de utilizare a biomasei in scopul imbunatatirii indicilor
morfologici, functionali i reproductivi ai sobolanilor albi in conditii de stres cronic.

fractiilor lipidice fiziologic active prin utilizarea extractelor de origine cianobacteriana in calitate
de stimulatori ai lipidogenezei la actinomicetele din genul Streptomyces. Au fost studiate
particularitatile influentei biomasei Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 asupra indicilor
functionali si reproductivi ai sobolanilor albi in conditii de stres cronic, fapt ce poate servi ca
baza pentru elaborarea biopreparatelor destinate intensificarii cresterii, majorarii indicilor
reproductivi si rezistentei macroorganismelor la factorii de stres.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Se propune tulpina Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 cu
continut sporit de biomasa si activitate biosinteticd inaltd; se propun noi variante de medii
nutritive ce duc la majorarea productiei de biomasa a tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-
11. Rezultatele experimentale obtinute contureaza perspectiva elaborarii preparatelor biologic
active Tn baza biomasei Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11.

Rezultatele stiintifice de baza inaintate spre sustinere.

1. Tulpina Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 izolata din solurile Republicii Moldova
difera de alte tulpini din genul dat prin productia inaltd a biomasei, continutului sporit de
fosfolipide si steroli, precum si activitate antimicrobiand impotriva unor microorganisme,
inclusiv fitopatogene.

2. Suplinirea mediului nutritiv pentru cultivarea Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 cu
extracte de origine cianobacteriand duce la majorarea conginutului fractiilor lipidice si
aminoacizilor esentiali Tn biomasa.

3. Biomasa tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11, obtinuta la cultivare pe mediul
nutritiv complex R si, Tn special, pe mediul complex R cu adaos de BioR (0,1%), contribuie la
majorarea greutatii corporale a animalelor homeoterme, atat in conditii normale cét si de stres
cronic.

4. Biomasa tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 poate servi ca baza pentru
dezvoltarea unui preparat biologic activ in vederea majorarii rezistentei animalelor homeoterme
la actiunea factorilor de stres si normalizarea compozitiei microflorei intestinale.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Principalele rezultate ale lucrarii au fost
implementate Tn procesul de studii al Universitatii de Stat din Tiraspol ,,T.I'. IlleBuenko”,
precum si in cercetarile efectuate in cadrul Colectiei Nationale de Microorganisme Nepatogene a
IMB.



Aprobarea rezultatelor. Materialele expuse in teza de doctor au fost prezentate si discutate
in cadrul urmatoarelor manifestari stiintifice: MexayHapoaHas-nipakTu4yeckas KOH(EpeHIIHs
«daRostim» (CeikteiBkap, 2015), MexayHapoaHass HaydHO-IPAaKTHYECKas KOH(PEPEHIHS
«AKTyallbHI TMHTaHHS PO3BUTKY Oiosorii Ta ekosorii» (Bumamma, 2016), XII International
scientific-applied conference “Biotechnology for agriculture and environmental protection”
(Odessa, 2016), 19-1 Mexaynaponnas I[lymHckas mkoja-KOH(GEPEHIMsT MOJOABIX YYEHBIX
«buonorus — mnayka XXI Beka» (ITymmuo, 2015), IV MexayHapoaHblii MeIUKO-
(dapmareBTUUECKHil KOHIpecc CTYACHTOB U Moo ibiX yueHbix BIMCO 2017 (YepHoBisr, 2017),
3" edition of International Scientific Conference on Microbial Biotechnology (Chisinau, 2016).

Publicatii la tema tezei. In baza rezultatelor obtinute au fost publicate 13 lucrari stiintifice,
dintre care 5 articole in reviste stiintifice recenzate (3 — reviste internationale, inclusiv 2 fara
coautori), 7 teze la conferinte internationale si nationale (4 fara coautori), 1 brevet de inventie.

Volumul si structura tezei. Teza consta din 4 capitole, contine adnotare in limba romana,
rusd, engleza, introducere, concluzii generale si recomandari. Are un volum de baza de 120
pagini, contine 12 tabele, 31 figuri si 6 anexe. Lista surselor bibliografice citate include 211
titluri.

Cuvintele cheie: streptomicete, medii nutritive, extracte cianobacteriene, aminoacizi,

lipide, carbohidrati, activitate antimicrobiana, efecte fiziologice, sobolani albi, stres.

CONTINUTUL TEZEI

1. STREPTOMICETELE CA OBIECT DE CERCETARE A MICROBIOLOGIEI

Acest capitol include analiza detaliata a publicatiilor stiintifice si sinteza cunostintelor
acumulate in domeniul studiat. O atentie deosebita a fost acordatd problemelor legate de
activitatea biosinteticd a actinomicetelor din genul Streptomyces, in special Streptomyces
fradiae. Se analizeaza efectul diferitor factori care influenteaza activitatea biosintetici a
streptomicitelor. De asemenea, sunt luate Tn considerare substantele biologic active sintetizate de

streptomicete si semnificatia lor practica.

2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE
Capitolul contine informatii despre obiectul de studiu — tulpina Streptomyces fradiae
CNMN-Ac-11 (Streptomyces sp. 19), selectata prin screening din 236 tulpini de streptomicete
izolate din solul partii centrale a Moldovei, pentru capacitatea de a acumula biomasa (BM) si

lipide. Tn capitolul dat sunt descrise principalele metode utilizate pentru stabilirea productiei de



BM, activitatii biosintetice (continutul de lipide, carbohidrati si aminoacizi), caracteristicilor
morfo-culturale si proprietatilor antimicrobiene a tulpinii studiate. De asemenea, sunt descrise
principalele metode utilizate Tn experimentele cu sobolani albi de laborator de linia Wistar.
Proprietatile toxice ale BM si a lichidului cultural (LC) al tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-
Ac-11 au fost evaluate folosind metodele de determinare a toxicitatii acute si subcronice a
substantelor, posibilelor efecte secundare si urmarilor pe termen lung Tn conformitate cu [12].
Schimbarile in greutatea corporala a animalelor experimentale au fost determinate prin cantarire.
Activitatea reflectorie conditionata a fost studiata utilizind metoda producerii unui reflex
extrareceptor artificial [15]. Studiul modificarilor compozitiei microflorei intestinale sub
influenta BM tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 a fost efectuat folosind metodele de
obtinere a culturilor pure, identificarii lor si contarii unitatilor formatoare de colonii (UFC) a
fiecarei tulpini [16]. Pentru a studia absorbtia carbohidratilor Tn intestinul subtire, a fost utilizata
metoda single-pass intestinal perfusion (SPIP) in situ cu modificari [8]. De asemenea, sunt
descrise metodele de stresare a animalelor si determinare a fertilitatii femelelor sobolanilor albi

de linia Wistar.

3. PARTICULARITATILE MORFO-CULTURALE SI BIOSINTETICE ALE
STREPTOMYCES FRADIAE CNMN-Ac-11

Capitolul dat este dedicat cercetdrilor ce tin de determinarea particularitatilor morfo-
culturale si Dbiosintetice ale tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11, in rezultatul
screeningului efectuat si eficientizarea mediului de cultura optim in vederea sporirii continutului
de BM si a activitatii biosintetice.

Din probele de sol din partea centrald a Republicii Moldova au fost izolate, pe mediul
agarizat amidono-amoniacal, 236 tulpini de microorganisme. Dupa reinsamantarea lor pe mediile
minerale, s-au determinat proprietatile lor morfo-culturale, folosind metodele clasice general
acceptate [7, 9-11]. Rezultatele obtinute ne-au permis sa atribuim tulpinile studiate genului
Streptomyces [11].

Pentru determinarea continutului de BM a tulpinilor de streptomicete in diferite conditii de
crestere si selectarea celor cu potential inalt, s-au efectuat experimente privind cultivarea
tulpinilor izolate pe diferite medii nutritive. Sa constatat ca, cantitatea maxima de BM produsa
de catre tulpinile testate are loc pe mediile complexe (R si M-1), valoarea fiind de 2 — 3 ori mai
mare comparativ cu cea obtinuta pe mediile sintetice Czapek si Dulaney.

Rezultatele obtinute in acest sens au permis de a stabili ca, cel mai mic continut de BM pe

mediile complexe a fost la cultivarea tulpinilor Streptomyces sp. 12 si Streptomyces sp. 205,
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valorile variind intre 3,85 — 5,60 g/L. Cel mai inalt continut de BM, pe mediile complexe R si M-
1, a fost obtinut la cultivarea tulpinilor Streptomyces sp. 19 si Streptomyces sp. 66, si variaza

intre 13,46 — 14,15 g/L si 18,72 — 19,62 g/L, respectiv (Tabelul 3.1).

Tabelul 3.1. Continutul de BM a streptomicetelor la cultivare pe medii complexe si minerale, g/L
din biomasa absolut uscata (BAU)

Mediu
Tulpina M-1 R Czapek Dulaney
Streptomyces spp.
12 5,60+0,43 4,60+0,21 4,31+0,37 3,81+0,16
19 14,15+0,21 13,46+0,52 4,82+0,28 2,26+0,34
33 7,24+0,56 10,48+0,13 3,72+0,12 4,12+0,42
36 12,11+0,12 12,27+0,24 4,01+0,19 5,11+0,23
47 9,35+0,49 3,53+0,04 5,12+0,25 5,92+0,32
49 6,64+0,42 7,93+0,53 5,80+0,27 3,32+0,38
66 19,62+0,07 18,72+0,14 6,32+0,15 5,83+0,19
205 4,21+0,11 3,85+0,09 3,05+0,18 4,10+0,16

In rezultatul datelor obtinute, a prezentat interes studiul activitatii biosintetice a tulpinilor
date privind sinteza lipidelor in BM la cultivare pe mediile complexe R si M-1. Astfel,
determinarea capacitatii tulpinilor de streptomicete de a sintetiza lipide a aratat ca, cantitatea
acestora la cultivare pe mediile complexe, variaza de la 1,50 pana la 18,69% din BAU, in
dependenta de tulpina.

Cel mai bun raport dintre continutul BM si cantitatea de lipide sintetizate a fost obtinut la
cultivarea tulpinii Streptomyces sp. 19. Continulul lipidelor sintetizate pe mediile complexe, la
fel ca si cel al BM, este practic la acelesi nivel, si variaza intre 12,11 — 12,85% din BAU, in
dependenta de mediul utilizat (Tabelul 3.2).

Tabelul 3.2. Continutul de lipide totale in BM streptomicetelor la cultivare pe medii complexe si

minerale, % BAU

Mediu
Tulpina M-I R Czapek Dulaney
Streptomyces s
12 12,10+0,40 5,02+0,90 7,70+0,30 6,83+0,14
19 12,11+0,27 12,85+0,55 6,32+0,41 4,91+0,65
33 6,32+0,38 8,73+0,25 8,36+0,54 5,87+0,27
36 5,92+0,44 12,81+0,32 12,61+0,11 9,32+0,50
47 14,30+0,30 18,69+0,87 8,34+0,43 7,32+0,37
49 13,51+0,17 11,41+0,50 9,31+0,45 8,42+0,20
66 6,74+0,48 7,11+0,43 10,81+0,39 8,94+0,29
205 2,22+0,15 1,50+0,26 4,35+0,32 3,12+0,18




Prin urmare, in urma cercetarilor obtinute putem constata ca, dintre toate tulpinile de
streptomicete, tulpina Streptomyces sp. 19 la cultivare pe diferite medii de cultura (R si M-1) a
atins cea mai mare productie a BM si cel mai inalt confinut de lipide in BAU. Continutul sporit
de lipide prezinta un interes major datorita fractiilor lipidice fiziologic active din interiorul
acestora. Astfel, a prezentat interes determinarea compozitiei fractionale a lipidelor din BM
tulpinii Streptomyces sp. 19, la cultivare pe mediile complexe. Dintre fractiile lipidice a fost
determinata cantitatea de fosfolipide (FL) si cea de steroli (ST), cunoscute ca substante fiziologic
active. Rezultatele obfinute au permis de a stabili ca atat cantitatea de FL cat si cea de ST este
mai mare la cultivarea tulpinii pe mediul R si atinge valori de 19,34 si 12,14%, respectiv, din
suma lipidelor totale. Spre deosebire de mediul R, pe mediul M-1 continutul acestora este mai
mic si atinge valori de 13,80 si 11,20%, respectiv, din suma lipidelor.

Deoarece tulpina Streptomyces sp. 19 a demonstrat cel mai mare continut de BM cét si cel
mai bun continut de lipide sintetizat cu cea mai mare concentratie a fractiilor lipidice in ele, a
fost studiat si continutul carbohidratilor in BM la cultivare pe mediul complex R, care in calitate
de surse principale de carbon si azot contine amidon, faind de porumb si azotat de amoniu. Prin
urmare s-a stabilit ca continutul carbohidratilor in BM tulpinii Streptomyces sp. 19, la cultivare
pe mediul complex R, atinge valori de 21,60% din BAU.

Un alt indicator important determinat atdt in BM tulpinii Streptomyces sp. céat si a
lichidului cultural, la cultivare pe mediul R, a fost continutul de aminoacizi. Rezultatele obtinute
au permis de a stabili ca continutul aminoacizilor in BM constituie cca 300 mg/g din BAU. Cca
33% din totalul aminoacizilor determinati o constituie aminoacizii esentiali iar peste 62% cei
imunoactivi. De asemenea, putem mentiona 0 cantitate inalta a acidului glutamic de cca 85 mg/g,
ce constituie cca 29,0% din suma aminoacizilor, iar cantitatea alanininei este de 36 mg/g si
constituie cca 12,0% (Tabelul 3.3).

Tabelul 3.3. Continutul total de aminoacizi in BM si LC al Streptomyces sp. 19 la cultivare pe

mediul nutritiv complex R

Suma aminoacizilor BM, mg/g LC, mg/L

X aminoacizilor 291,1+3,1 81,1£1,0

X aminoacizilor neesentiali 189,3+0,8 46,910,3
X aminoacizilor esentiali 96,8+0,2 24,9+0,1

X aminoacizilor imunoactivi 179,3+0,7 17,2+0,2
X aminoacizilor glicogenici 99,8+1,8 7,510,1
Y aminoacizilor cetogenici 57,2+0,2 22,8+0,2
X aminoacizilor proteinogenici 286,1+0,2 71,8+0,3
X aminoacizilor ce contin sulf 14,5+1,2 5,3%0,1




Astfel, n rezultatul screeningului efectuat, s-a constatat ca, dintre streptomicetele testate,
cel mai nalt continut de BM, lipide totale, precum si fractii lipidice fiziologic active (FL si ST),
produce tulpina Streptomyces sp. 19, la cultivare pe mediul complex R. De asemenea, a fost
demonstrata capacitatea tulpinii date de a sintetiza in cantitati mari aminoacizi si carbohidrati.

Datorita acestor capacitati tulpina datd a prezentat interes si a fost efectuat studiul
proprietatilor morfologice si culturale, In vederea determindrii afilierii sale taxonomice si s-a
demonstrat ca, tulpina formeaza colonii dense, dure, cu marginea zimtata, profil in forma de
picatura si miceliu aerian bine dezvoltat.

La cultivare pe medii agarizate Streptomyces sp. 19 formeaza miceliu aerian alb sau gri-
verzui (pe mediul Czapek). Miceliul de substrat are nuante galbui la crestere pe mediul Gause,
agar de ovaz (OA) si CP-1, culoare roz pe mediul Czapek, si maro pe mediul Pridham-Gottlieb
(PG), fara difuzia pigmentului solubil in agar-agar. La cultivarea tulpinii Streptomyces sp. 19 pe
mediul nutritiv Czapek, forma coloniilor este neregulata, se atesta o crestere slaba, neexprimata.
Cultivarea tulpinii pe mediul OA a evidentiat o crestere destul de activa a coloniilor, ce aveau
forma rotunda cu marginile netede festonate. Coloniile pe mediul agarizat Gause sunt rotunde cu
margine netedad si suprafata incretita. Pe mediul PG, coloniile sunt rotunde cu un val in jurul
marginii, si crestere moderatd. La cultivare pe mediul SR-1, s-a observat 0 activitate de crestere

foarte nalta a coloniilor ce aveau forma rotunda cu marginea ciliatd (Figura 3.1).

a) c)

Fig. 3.1. Coloniile Streptomyces sp. 19 la cultivare pe diverse medii nutritive agarizate mediul
Czapeck (a), OA (b), Gauze (c), Pridham-Gottlieb (d) si SR-1 (e)

Verificarea uniformitatii si stabilitatii morfo-culturale a tulpinii Streptomyces sp. 19 pe
mediile agarizate mentionate mai sus a ardtat ca, populatia tulpinii studiate este omogend si
stabila.

In continuare, in baza particularititilor morfo-culturale si testelor fiziologo-biochimice
tulpina Streptomyces sp. 19 a fost identificatda ca Streptomyces fradiae si depozitata in Colectia
Nationala de Microorganisme Nepatogene din cadrul Institutului de Microbiologie si
Biotehnologie ca Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11.
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Pe linga particularitatile morfo-culturale au fost efectuate si investigatii asupra capacitatii
antimicrobiene a tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 prin metoda difuziei metabolitilor
prin utilizarea blocurilor de agar [9]. Tn calitate de control au servit discurile standard cu
antibiotic. Gradul de activitate a tulpinii a fost evaluat In conformitate cu scara Birger [17]. Tn
rezultat s-a constatat ca Staphylococcus aureus si Enterococcus faecalis au fost sensibile fata de
metabolitii tulpinii de streptomicete, iar Candida albicans — extrem de sensibild zonele de

inhibitie a cresterii fiind de 31,0 — 35,0 mm (Tabelul 3.4).

Tabelul 3.4. Activitatea antimicrobiana a tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 la

cultivare pe diverse medii nutritive

. . Diametrul zonelor de inhibitie a culturilor test, mm
Mediul d_e _cul_tlvare/ Escherichia |Enterococcus|Staphylococcug Candida [Pseudomonas
antibiotic . ) ! !
coli faecalis aureus albicans | aeruginosa

Mediul Czapek 0 0 19,0+2,3 35,0£3,4 | 10,0+0,1
Mediul Gauze 0 16,0+3,0 20,0+0,1 I.T. 0

Mediul R 0 13,5+2,0 18,0+0,2 31,0+0,1 9,5+0,1
Streptomicina (10 pg/disc)| 20,0+1,1 0 20,0£0,1 0 0

Gentamicina (10 pg/disc) | 24,0+0,2 0 31,0£3,0 0 37,041
Tetraciclina (30 pg/disc) 15,0+2,3 0 30,0+1,1 0 0
Nistatina (80 pg/disc) 0 0 0 23,0t4,1 0

Neomicina (30 pg/disc) 17,0+1,7 0 0 0 22,0£2,7
Tilozina (15 pg/disc) 0 21,0+2,0 28,0+1,7 0 0

Nota: I.T. — inhibitie totala.

S-a studiat, de asemenea, activitatea antagonista a tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-
Ac-11 impotriva microorganismelor fitopatogene si s-a constatat ca, factorul fitopatogen
Xanthomonas campestris, care aduce daune enorme plantelor agricole, a fost sensibil la actiunea
metabolitilor acestei tulpini, diametrul zonelor de inhibitie a cresterii fiind de 24,5 — 32,0 mm
[17].

In vederea sporirii continutului de BM si a activitatii biosintetice a tulpinii Streptomyces
fradiae CNMN-Ac-11 in calitate de stimulatori au fost utilizate doud extracte bioactive, de
aminoacizi si oligopeptide (BioR) si polizaharide sulfatate cu Zn (PZSz,) obtinute din BM
cianobacteriei Arthrospira (Spirulina) platensis, care au fost suplimentate la mediul nutritiv de
baza R in diferite concentratii [1].

Cantitatea maximala de BM s-a determinat la cultivarea Streptomyces fradiae CNMN-Ac-
11 in prezenta extractului BioR in limitele concentratiilor de0,05 — 1%/V si constituie 15,21 —
15,88 g/L, ceea ce este cu 13,01 — 18,2%, mai mult fata de proba martor, cea mai efectiva

concentratie fiind de 0,1%/V. Utilizarea extractului polizaharidic Tn concentratii de pind la
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20%/V manifesta efect stimulator asupra continutului de BM iar concentratiile mai mari duc la

inhibarea acesteia (Tabelul. 3.5).

Tabelul 3.5. Continutul de BM si cantitatea de lipide a Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 la

cultivare pe mediul complex R modificat

Mediul nutritiv Cantitatea de BM Continutul de lipide in BAU
g/L % M % BAU % M
Mediul R 13,46+0,52 100,00+0,01 12,85+0,55 100,00+0,01
Mediul R+0,05% BioR 15,21+0,66 113,01+9,90 10,69+0,21 83,19+25,75
Mediul R+0,1% BioR 15,88+0,44 118,17+8,71 12,28+0,41 95,57+12,75
Mediul R+1% BioR 15,48+0,20 115,27+6,62 8,15+0,61 63,39+7,06
Mediul R+2% BioR 14,94+0,62 111,1549,80 7,56+0,79 58,84+8,64
Mediul R+5% BioR 14,27+0,99 106,10+3,68 7,30+0,16 56,78+8,40
Mediul R+5% PZS, 14,54+0,23 108,48+3,27 10,51+0,25 81,76+23,76
Mediul R+10% PZS;, 15,08+0,27 112,1245,25 10,18+0,38 79,21+4,82
Mediul R+20% PZS;, 13,7340,41 102,02+4,93 10,52+0,22 81,83+£14,51
Mediul R+30% PZS, 12,38+0,22 91,76+1,54 12,63+0,49 98,31+23,25
Mediul R+50% PZS;, 11,84+0,48 88,21+12,89 10,12+0,19 78,76+£17,38

Rezultatele obtinute asupra continutului de lipide in BM tulpinii Streptomyces fradiae
CNMN-Ac-11 la cultivare pe mediul R modificat cu adaos de extracte bioactive din spirulind au
permis de a stabili ca are loc inhibarea sintezei acestora, astfel, cel mai bun rezultat care variaza
in limita probei martor este la suplinirea mediului nutritiv cu PZSz, in concentratie de 30%/V.

In rezultatul evaluarii compozitiei fractionale a lipidelor, s-a elucidat ci, suplinirea
mediului complex R cu BioR in concentratie 0,1%/V si PZSz, in concentratie de 30,0%/V a
contribuit la majorarea cantitatii fractiei de steroli cu 55,2% si 136,7%, respectiv, comparativ cu
proba martor.

Cercetarile ulterioare s-au axat pe studiul continutului total de proteine, aminoacizi si
carbohidrati in BM tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11, la cultivare pe mediul complex
R cu adaugare de BioR in concentratie de 0,1%/V si PZSz, in concentratie de 30,0%/V.

Rezultatele obtinute demonstreaza influenta stimulatorie a extractului BioR asupra
acumularii continutului de proteine Tn BM tulpinii studiate, valorile probei experimentale fiind
cu 70,4 mg/g mai mari ca in proba martor, ceea ce constituie cu cca 24,2%. Suplinirea mediului
cu extract polizaharidic PZSz, a influentat negativ sinteza proteinelor cantitatea acestora
diminuand cu 22,5% fata de proba martor (Figura 3.2).

Extractul bioactiv BioR a avut efect pozitiv si asupra continutului unor aminoacizi in BM
tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11. Astfel, in prezenta acestui extract a avut loc
cresterea cantitdfii de treonina cu — 109,3%, serind cu — 112,1%, valina cu — 102,1% si

fenilalanina cu — 114,5%, comparativ cu martorul.
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Fig. 3.2. Continutul de proteine in BM tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11, la cultivare

pe mediul complex R suplinit cu BioR si PZSz,

De asemenea, in prezenta extractului BioR a crescut semnificativ atit cantitatea de
aminoacizi esentiali (cu 78,2%) cat si a celor ce contin sulf (cu 55,5%), fatd de martor.
Suplinirea mediului cu PZSz, nu a avut un efect la fel de semnificativ, stabilindu-se doar
majorarea continutului de metionind cu aproximativ 84,0%, fata de martor.

Urmatorul indicator biochimic studiat a fost continutul de carbohidrati in BM tulpinii
Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 la cultivare pe mediul R cu adaos de extracte bioactive din
spirulind. In acest caz putem constata ci, odatd cu administrarea Th mediu a extractului BioR n
concentratie de 0,1%/V are loc o usoara scadere a continutului de carbohidrati cu pina la 9,3%
fatd de proba martor, iar in cazul utilizarii extractului de PZSz, in concentratie de 30%/V

continutul sporeste cu cca 12,0% (Figura 3.3).

MediulR+30%6/V PZSZn 24.2
Mediul R+0.1%/V BioR . .
e ’ re 19-6 m carbohidrati. 26 BAU
Mediul R 21.6
o0 5 10 15 20 25 30

Fig. 3.3. Continutul de carbohidrati in BM tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 la

cultivare pe mediul complex R suplinit cu BioR si PZSz,

Prin urmare putem constata ca, tulpina Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11, la cultivare pe
mediul complex R si R modificat atinge un continut sporit de BM, sinteza a lipidelor inclusiv a
fractiilor bioactive (fosfolipide si steroli), cit si continut sporit de proteine, carbohidrati si

aminoacizi.
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4. EFECTUL BIOMASEI STREPTOMYCES FRADIAE CNMN-Ac-11 ASUPRA
PARAMETRILOR FIZIOLOGICI Al ORGANISMULUI ANIMALELOR
HOMEOTERME (SOBOLANI)

In procesul de sinteza orientati a substantelor cu activitate antimicrobiani de citre
streptomicete, de regula se formeaza un numar mare de al{i metaboliti, care sunt foarte diversi
dupa structura chimica si se disting prin activitate biologica inalta. In acest aspect, s-au dezvoltat
biopreparate complexe care maresc eficienta utilizarii hranei, stimuleaza cresterea animalelor si a
pasarilor de ferma. Se cunoaste cd adaugarea in ratia alimentara a preparatelor cum ar fi
cormogrizina, vitamicina, biovit etc., care nu sunt altceva decat BM uscata a strepticomicetelor
sau a biosroturilor ramase in rezultatul diverselor biotehnologii, are un efect pozitiv asupra
productivitatii animalelor de ferma [14].

S-a constatat ca BM Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 poseda un continut biochimic
valoros, proteine, aminoacizi, inclusiv indispensabili, carbohidrati, lipide, substante cu activitate
antimicrobiana si alti compusi fiziologic importanti, aceasta ar putea sta la baza elaborarii unui
produs biologic activ cu potential inalt de utilizare in zootehnie (Tabelul 4.1).

Tabelul 4.1. Componenta biochimicia a BM Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 in functie de

componenta mediului nutritiv

Componente ale BM Mediul R Mediul R+0,1% BioR
Lipide, % BAU 12,85 12,21
Fosfolipide, % din suma lipidelor 19,34 19,93
Steroli, % din suma lipidelor 12,14 18,84
Trigliceride, % din suma lipidelor 18,67 14,29
Proteine, mg/g 291,10 361,56
Aminoacizi indispensabili, mg/g 96,82 172,54
Aminoacizi imunoactivi, mg/g 179,35 204,80
Aminoacizi ce contin sulf, mg/g 14,52 22,60
Carbohidrati, % BAU 21,60 19,60

La etapa initiald de evaluare a influentei BM si LC a Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11,
obtinute pe mediul nutritiv R, asupra parametrilor fiziologici ai organismului animalelor
homeoterme (sobolani) a fost determinata toxicitatea lor acuta si subcronica. Toxicitatea acutd a
LC a tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 a fost evaluatd pe un esantion de 72 de
sobolani masculi de linia Wistar, prin administrarea intragastrica unica a LC 1n diferite doze.
Pentru fiecare doza s-au utilizat 9 sobolani. Pentru a evalua proprietatile toxice ale BM, BM
uscata diluatd cu apa a fost administrata intragastric in doza de la 50 pana la 400 mg/kg greutate
corporald cu un interval de 50 mg/kg. Pe durata experimentului nu au fost inregistrate decese in

randul animalelor experimentale, nici schimbari semnificative in aspectul si comportamentul lor.
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Toxicitatea subcronica a fost studiata pe 48 de sbolani de laborator masculi de linia Wistar.
Studiul toxicitatii subcronice a BM si a LC asupra animalelor de laborator nu a afectat negativ
starea lor generala.

Astfel, deoarece nu au fost inregistrate careva efecte toxice a BM si LC a Streptomyces
fradiae CNMN-Ac-11 asupra organismului si capacitatilor functionale ale animalelor, cercetarile
au continuat prin evaluarea influentei acestor factori asupra parametrilor fiziologici ai
sobolanilor.

Initial, cercetarile s-au axat pe evaluarea modificarii greutatii corporale la suplimentarea
ratiei alimentare a sobolanilor cu BM si LC a tulpinii studiate in doza terapeutica (BM — 250
mg/kg, LC — 12 mL/kg).

S-a constatat cd, in conditii fiziologice normale, adiaugareca BM la ratia de bazd a
sobolanilor albi, spre deosebire de LC, a dus la majorarea masei corporale a animalelor. Tn
stadiul final al experimentului (sdptamana 9-12), animalele hranite cu BM au cantarit cu 23,0 —

26,0%, mai mult comparativ cu cele din grupul martor (Figura 4.1).
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Fig. 4.1. Dinamica masei corporale a sobolanilor albi la suplimentarea ratiei de baza cu BM si

LC a Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 in conditii fiziologice normale

Pentru a studia efectul BM Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 asupra modificarii
greutatii corporale a sobolanilor sub actiunea factorilor de stres, au fost modelate doua tipuri de
stres — termic si de imobilizare. Tn rezultat s-a stabilit ca animalele care au primit o ratie standard
si au fost expuse stresului termic (plasarea animalelor experimentale in termostat la +34-36°C
timp de 2 ore) au pierdut n greutate, Tn timp ce la sobolanii care au primit suplimentar BM de
streptomicete greutatea corporald a crescut. Rezultate similare s-au obtinut si la efectuarea
stresului de imobilizare a animalelor experimentale (fixarea pe spate cu labele legate timp de 2

ore).
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Tn procesul evaludrii efectului consumului pe termen lung a ratiei alimentare suplinite cu
BM tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 asupra procesului de dezvoltare a reflexelor
conditionate defensive la sobolanii albi de diferite varste, s-a constatat ca, la sobolanii tineri
(varsta 4 luni) numarul de reactii reflexive a crescut semnificativ (de 2 — 5 ori), comparativ cu
animale din grupul martor. De asemenea, utilizarea BM ca supliment alimentar a contribuit la

atingerea mai rapida a unui nivel de reflexe conditionate de 100,0% (in a 10-a zi) (Figura 4.2).
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Fig. 4.2. Dinamica formarii reflexelor conditionate la sobolanii tineri sub influenta consumului

de lunga durata a ratiei alimentare suplimentate cu BM Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11

Consumul ratiei alimentare suplimentate cu BM de streptomicete de catre animalele mai in
varsta, incepand cu 13 luni, timp de 90 de zile, a contribuit la cresterea semnificativa a numarului
de reflexe conditionate practic pe tot parcursul experimentului. Spre deosebire de animalele in
varsta, din grupul martor, in care nivelul maxim de dezvoltare a reflexelor conditionate nu a
depasit nivelul de 61,0%, la sobolanii din grupa experimentala acest indicator a fost mai mare de
82,0%. Daca comparam rezultatele obtinute la animalele tinere si cele batrane, putem conchide
ca, la sobolanii in varsta efectul BM asupra dezvoltarii reflexelor conditionate este mult mai
pronuntat.

De asemenea, a prezentat interes si studiul influentei BM Streptomyces fradiae CNMN-
Ac-11, la cultivare pe mediul R cu adaos de 0,1%/V BioR (BM2), asupra diferitor indici ai
animalelor homeoterme care a fost adaugat la dieta de baza a animalelor experimentale la o doza
de 250 mg/kg.

In rezultatul cercetarilor s-a stabilit ¢4, suplinirea ratiei alimentare standard cu BM2 a avut
efect pozitiv asupra majorarii greutitii corporale a sobolanilor in conditii normale. Tn
saptamanile 9 — 12, animalele experimentale au cantarit mai mult decat cele din grupul de

control cu 30,0 — 33,0% (Figura 4.3).

16



O Martor

oo 300 ® Ratie standard+BM
i 250 B Ratie standard+BM?2
[+
T
% 200
g 150
2
g 100
=

0 .

1 2

5]
=
]
=)}
-~
co

9 10 11 12 13

Durata experimentului, saptamini

Fig. 4.3. Dinamica masei corporale a sobolanilor albi, la suplinirea ratiei alimentare cu BM
tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11, obtinuta la cultivare pe mediul standard R si cel
suplimentat cu 0,1% BioR (BM2), in conditii normale

Trebuie remarcat faptul ca, eficacitatea BM2 privind majorarea masei corporale a
sobolanilor este mai inalta comparativ cu cea a BM standard.

Monitorizarea aceluiasi indice (masa corporald) a sobolanilor sub influenta factorilor
similari (ratie standard+BM?2), dar deja in conditii de stres cronic, a stabilit cd animalele din
grupul martor, cu ratie alimentara standard, au pierdut in greutate, pe cand sobolanii din grupul

experimental au adaugat in greutate pe durata perioadei de stres (Figura 4.4).
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Fig. 4.4. Dinamica masei corporale a sobolanilor albi la suplinirea ratiei alimentare cu BM2 a
Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11, obtinuta la cultivare pemediul R suplimentat cu 0,1%
BioR, in conditii de stres cronic

La etapa urmatoare s-au efectuat experimente ce tin de studiul influentei consumului de
lunga durata a ratiei alimentare suplinite cu BM2 de streptomicete asupra procesului de
dezvoltare a reflexelor conditionate defensive la sobolanii albi. Analiza datelor obtinute a aratat

ca, numarul de reflexe conditionate la sobolani alimentati cu ratie suplimentata cu BM2 a fost
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mult mai mare decat la animalele din grupul martor care au primit ratia standard. Analiza
comparativd a suplimentelor BM2 si BM referitor la dezvoltarea reflexelor conditionate la
sobolani, indica ca BM este mai eficientd in faza initiald a experimentului (ziua 2 — 4), insa
eficienta BM este semnificativ mai inaltad la etapa urmatoare si, in special, in stadiul final al
experimentului de formare a reflexelor conditionate.

In continuare a fost investigati modificarea fertilitatii animalelor experimentale sub
influenta BM de streptomicete. Pentru aceasta la femelele din grupul martor si cel experimental
se repartizau masculi din grupele respective in raport de 2:1, pe durata a doua saptamani. Pe
durata perioadei de Tmperechere si sarcina, animalele din grupurile experimentale au primit
suplimentar la ratia de baza BM de streptomicete. Au fost monitorizate data nasterii, numarul de
sobolani nou-nascuti si greutatea lor corporala din grupurile experimentale si de control.

S-a constatat ca utilizarea BM Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 ca supliment la ratia de
baza nainte, In timpul si dupa sarcind nu a afectat in mod negativ organismul animalelor si a
descendentilor acestora si a contribuit la cresterea numarului de sobolani nou-nascuti per femela
in grupurile experimentale, fertilitatea majorandu-se cu 35,5% comparativ cu indicii animalelor
din grupul martor (Tabelul 4.2).

Tabelul 4.2. Indicii de fertilitate si mortalitate postnatald a sobolanilor nou-nascuti la

suplimentarea ratiei alimentare a sobolanilor albi cu BM Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11

Grupul de animale

Indicii monitorizati Martor (ratie standard) Experimental (ratie
standard +BM)
Numarul de sobolanlvnou-nascutl 8,00+3,81 11.330.65
per femela
Indicele de fertilitate, % M 100,0+0,01 135,50+7,85
Mortalitatea postnatala a nou- 7.0743,07 0

ndscutilor peste 3 sdptamani, %

La urmatoarea etapa a cercetarii a fost studiat procesul de absorbtie a nutrientilor in
intestinul subtire sub influenta diferitor ratii alimentare, deoarece absorbtia este o veriga
indispensabild a unui proces complex de nutritie, care asigura procesele morfologice si
biochimice in organism. Se cunoaste ca, procesul de absorbtie a nutrientilor in intestinul subtire
este foarte sensibil la factorii de stres si este perturbat in conditiile stresului cronic [4].

Rezultatele cercetarilor au demonstrat cd alimentarea pe termen lung a animalelor
experimentale cu ratii suplimentate cu BM Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 a contribuit la
normalizarea partiala a absorbtiei substantelor nutritive (In special glucozei) transportate activ

n intestinul subtire Tn conditiile de stres prin imobilizarea cronica.
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De asemenea, rezultatele obtinute au demonstrat ca, suplinirea ratiei alimentare standard cu
BM de streptomicete duce la modificari in titrul diferitor reprezentanti ai microflorei intestinale a
sobolanilor. Astfel, numarul unitatilor formatoare de colonii (UFC) de Bifidobacterium spp. a
crescut cu 18,0% deja n a 3-a zi de alimentare si S-a majorat pind la 119,0% comparativ cu
martorul in timpul alimentarii de lungd duratd. Numarul UFC de Lactobacillus spp. si
Escherichia coli cu proprietati enzimatice normale a ramas practic nemodificat. Numarul
Enterococcus spp. a crescut la a 3-a zi — 130% si a ajuns la valori de 139,0% fata de martor Tn
timpul alimentarii de lunga durata. Numarul UFC de Candida spp., Yersinia spp., Shigella spp.
si, in special, fungilor de mucegai a scazut ca urmare a consumului prelungit a ratiei alimentare
suplinite cu BM de streptomicete, in schimb, a crescut usor numarul UFC de Proteus spp. Toate

rezultatele sunt prezentate in Figura 4.5.
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Fig. 4.5. Modificarea microflorei intestinale a sobolanilor la utilizarea ratiei alimentare suplinite

cu BM de streptomicete in conditii normale

Pentru a studia efectul suplinirii ratiei alimentare cu BM Streptomyces fradiae CNMN-
Ac-11 asupra microflorei intestinale a sobolanilor in coditii de stres, animalele au fost supuse
imobilizarii periodice sau temperaturilor ridicate timp de 2 sdptamani, urmate de o perioada de
recuperare. Anterior, timp de 3 luni, precum si in timpul experimentului si in timpul perioadei
de recuperare, animalele din grupul martor si cele din grupul experimental au primit ratia
standard si respectiv cea suplinita cu BM de streptomicete.

Cercetarile au demonstrat, ca in conditii de stres cronic, s-au produs modificari
semnificative in microflora intestinala normald a sobolanilor: numarul microorganismelor
obligatorii a scazut, iar numarul bacteriilor conditionat patogene a crescut. Sub influenta
consumului de lunga durata a ratiei splimentate cu BM Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11,

chiar si in conditii de stres, a fost observata o crestere a numarului UFC de Bifidobacterium spp.
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si diminuarea microflorei oportuniste (Shigella spp., Yersinia spp., Proteus spp.) si a fungilor de

mucegai, in comparatie cu animalele stresate care au primit o ratie standard (Figura 4.6).
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Fig. 4.6. Modificarea microflorei intestinale a sobolanilor la utilizarea ratiei alimentare suplinite

cu BM de streptomicete in conditiile de stres prin imobilizare

Cercetarile privind efectul suplinirii ratiei alimentare cu BM Streptomyces fradiae CNMN-
Ac-11 asupra microflorei intestinale in coditii de stres termic, au evidentiat modificari n
microflora intestinald a sobolanilor similare cu modificarile produse in conditii de stres de

imobilizare, dar care au avut un caracter mai pugin pronuntat.

CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Realizarea cercetarilor si analiza rezultatelor obginute in cadrul tezei de doctor
»Proprietatile biosintetice ale Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 si efectele fiziologice ale
biomasei asupra organismului animalelor homeoterme (sobolani)” au condus la formularea
urmatoarelor concluzii:

1. Tulpina Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 se caracterizeaza prin continut sporit de
biomasa 13,46 — 14,15 g/L, continut inalt de lipide 12,11 — 12,85% BAU, bogate in fosfolipide
13,80 — 19,34% si steroli 12,11 — 12,14%, din suma lipidelor totale [21].

2. Proprietatile morfo-culturale si fiziologo-biochimice determinate, au permis
identificarea tulpinii, atribuirea ei la specia Streptomyces fradiae si depozitarea ulterioara in
CNMN cu denumirea de Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11.

3. Tulpina Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 poseda activitate antimicrobiana fata de 11
din 13 test culturi de bacterii si fungi, cea mai inaltd activitate fiind inregistrata fata de
microorganismele conditionat patogene Staphylococcus aureus, Candida albicans si tulpina de

bacterii fitopatogene Xanthomonas campestris [19].
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4. Optimizarea mediului complex R cu 0,1% extract de origine cianobacteriana BioR duce
la majorarea continutului de biomasa (15,88 g/L), fosfolipide (19,93% din suma lipidelor),
steroli (18,84% din suma lipidelor), proteine (361,56 mg/g) si aminoacizi atdt imunoactivi
(204,80 mg/g) cat si indispensabili (172,54 mg/g) [20].

5. Suplinirea ratiei alimentare cu biomasa Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 duce la
majorarea masei corporale a sobolanilor cu 23,0 — 26,0%, atat in conditii fiziologice normale, cat
si in conditii de stres, intensificarea proceselor de absorbtie a substantelor nutritive in intestinul
subtire, facilitarea formarii reflexelor conditionate si majorarea fertilitatii cu 35,5% fatd de
martor. Suplinirea ratiei alimentare cu biomasa Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11, obtinuta la
cultivare pe mediul complex R cu adaos de BioR (0,1%), duce la sporirea mai pronuntata a
masei corporale a sobolanilor (cu 30,0 — 33,0% fata de martor) in conditii fiziologice normale [5,
18].

6. La alimentarea de lunga durata (90 de zile) cu ratie alimentara suplinita cu biomasa
Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 in microflora intestinala a sobolanilor Creste numarul
microorganismelor benefice a microflorei normale (Bifidobacterium spp., Enterococcus spp.) si
scade numarul de bacterii conditionat patogene (Shigella spp ., Yersinia spp., Proteus spp.) atat
n conditii normale cat si Tn conditii de stres cronic [6].

Problema stiintifica importantd solutionatd in lucrare constid in elucidarea activitatii
biosintetice a Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 — sursa de substante biologic active, ce a
permis dirijarea proceselor pentru majorarea continutului de biomasa, aminoacizi si a fractiilor
lipidice, stabilind perspectiva de utilizare a biomasei in scopul imbunatatirii indicilor
morfologici, functionali si reproductivi ai sobolanilor albi in conditii de stres cronic.

Aportul personal. Rezultatele care reflecta continutul brevetului de inventie fac parte din
drepturile de autor in conformitate cu lista autorilor. Toate celelalte rezultate, analiza datelor,
generalizarile si concluziile apartin autorului.

Recomandari practice

1. Pentru majorarea productiei de biomasa, conginutului de lipide, inclusiv fosfolipide si
steroli, proteine, inclusiv aminoacizi indispensabili si imunoactivi se recomanda cultivarea
tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 pe mediul complex R suplimentat cu extract de
origine cianobacteriand BioR Tn concentratie de 0,1%/V.

2. Pentru majorarea masei corporale, fertilitatii, normalizarea microflorei intestinale si
rezistentei la stres a animalelor homeoterme, se recomanda suplinirea ratiilor furagere cu

biomasa Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 obtinute pe mediul complex R.
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Propuneri de perspectiva.

Rezultatele principale ale tezei evidentiaza perspectiva cercetarilor ce tin de elaborarea
unui produs biologic complex bazat pe biomasa Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11, care
contribuie la cresterea masei corporale, fertilitatii, rezistentei la stres si normalizarea microflorei
intestinale a animalelor homeoterme, precum si de determinare in biomasa de streptomicete a

substantelor cu proprietati neuroprotectoare si antioxidante.
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ADNOTARE
Bereziuc lulia «Proprietitile biosintetice ale Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 si

efectele fiziologice ale biomasei asupra organismului animalelor homeoterme (sobolani)».
Teza de doctor 1n stiinte biologice, Chisinau, 2019.

Teza contine 4 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie cu 211 titluri, 6
anexe, 120 pagini de text de baza, 31 de figuri, 12 tabele. Rezultatele obtinute sunt publicate in
13 lucrari stiintifice.

Cuvinte cheie: streptomicete, aminoacizi, lipide, carbohidrati, activitate antimicrobiana,
mediu nutritiv, efecte fiziologice, sobolani albi.

Domeniul de cercetare: 163.04 — Microbiologie.

Scopul lucrarii consta in studiul proprietatilor culturale, activitatii biosintetice a tulpinii
biomasd care influenteazd parametrii fiziologici ai organismului animalelor homeoterme
(sobolani albi) in conditii normale si de stres cronic.

Obiectivele lucririi: studiul proprietatilor culturale ale tulpinii Streptomyces fradiae
CNMN-Ac-11; determinarea capacitatii de acumulare a biomasei si sintezei fractiilor lipidice,
continutului de aminoacizi si carbohidrati la cultivarea tulpinii pe diferite medii nutritive; studiul
influentei extractelor de origine cianobacteriand asupra acumularii biomasei si activitatii
biosintetice a tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11; evaluarea influentei biomasei tulpinii
asupra indicatorilor morfologici, functionali si reproductivi si stabilirea efectului biomasei asupra
microflorei intestinale a animalelor homeoterme in conditii normale si de stres cronic.

Noutatea si originalitatea stiintificd. Au fost obfinute date noi cu privire la continutul
calitativ si cantitativ al fractiilor lipidice fiziologic active a tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-
Ac-11. Pentru prima data s-a relevat efectul utilizarii substantelor de origine cianobacteriana in
calitate de adaos aditional la mediul nutritiv de baza. In premiera s-a stabilit ci biomasa tulpinii
Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 contribuie la normalizarea microflorei intestinale si
procesului de asimilare a glucozei in intestinul subtire, duce la majorarea masei corporale si
faciliteaza formarea reflexelor conditionate la animalele homeoterme (sobolanii albi).

Problema stiintifica solutionata consta in elucidarea activitatii biosintetice a
Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 — sursa de substante biologic active, ce a permis dirijarea
proceselor pentru majorarea continutului de biomasa si a fractiilor lipidice stabilind perspectiva

.....

fractiilor lipidice fiziologic active prin utilizarea substantelor de origine cianobacteriand in
calitate de stimulatori ai lipidogenezei la actinomicetele din genul Streptomyces. Deasemenea a
fost studiata influenta biomasei Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 asupra indicilor functionali
si reproductivi ai sobolanilor albi.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Se propune tulpina Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 cu
activitate biosintetica Tnaltd; se propun noi variante de medii nutritive ce duc la majorarea
productivitatii de biomasa a tulpinii. Rezultatele experimentale obtinute contureaza perspectiva
elaborarii preparatelor biologic active in baza biomasei Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11.

Implementarea rezultatelor. Rezultatele de baza a cercetarilor sunt implementate in
procesul de studii a Universitatii de Stat din Tiraspol ,,T.G. Sevcenco” si cercetdrile CNMN a
IMB.
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PE3IOME

Bepesiok I0aus «buocunternyeckue cBoiicrBa Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 u
¢uszuonoruvyeckue 3¢ ¢exkTbl OMOMACCHI HA OPraHU3M TENJIOKPOBHBIX KMBOTHBIX (KPbIC)».
Huccepranus kanauaata Ouonornueckux Hayk, Kummnes, 2019.

Huccepranust  colepXUT  BBeaeHUe, 4  TJaBbl, BBIBOABI U  PEKOMEHJAIUH,
oubmmorpaduueckuii cimcok u3 211 HammenoBanuit, 6 npunoxenuid, 120 cTpaHul OCHOBHOTO
TekcTa, 31 pucyHnok, 12 tabmun. OmyoimukoBano 13 HaydHBIX padoT.

KiroueBble  cjI0Ba:  CTPENTOMHUIETHI,  AMHUHOKHUCIIOTBHI,  JIMMUIBL,  YTJIEBOJBI,
AHTUMHUKPOOHAs aKTUBHOCTh, MUTATEIbHAs cpeaa, pusunoiornueckue 3 eKTol, Oenble KPbICHI.

Obaactp uccienopanus: 163.04 — Muxpobuosnorusi.

Leabp paGoThl: u3yuyeHUE KyIbTYPaJIbHBIX CBOMCTB U OMOCHMHTETUYECKOW aKTHUBHOCTH
mramma Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 u o60cHOBaHHE BO3MOXKHOCTH MPUMEHEHUS €ro B
KayecTBe MpPOAYLEHTa OMOMAacCChl, BIMSIONMIEH Ha (U3MOJOTMYECKHE IOKa3aTeld OpraHu3Ma
TEIUIOKPOBHBIX JKUBOTHBIX (OENBIX KPBIC) B OOBIYHBIX (DU3UOJIOTHUYECKUX YCIOBUSX W TIPU
JENCTBUHM XPOHUYECKOTO CTpecca.

3amaum padoOTBI: W3y4YCHHE KYIbTypalbHBIX CBOMCTB Iitamma Streptomyces fradiae
CNMN-Ac-11; ompenenenue CrnocOOHOCTH K HAKOIUIEHHWIO OMOMAcChl U CHUHTE3y OCHOBHBIX
JUNHUIHBIX  (QpaKiuii, aMHHOKHUCIOTHOTO U YTJEBOJHOTO COCTaBa TPU KYJIbTUBHPOBAHUU
mramma Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 Ha pasHbIX cpemax; HCCIACIOBAHHWE BIIHMSHHUS
BEIIECTB LMAHOOAKTEPHAIFHOTO TPOMCXOXKIEHHUSI Ha CIOCOOHOCTH ImTamma Streptomyces
fradiae  CNMN-Ac-11 axkTHBHO HapaliMBaTh OHOMAacCy ¢ HW3MEHEHHBIM KadyeCTBEHHBIM
COCTaBOM; HCCIIEIOBaHUE BIHsiHUs Onomacchl mramma Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 na
Mopdonoruueckue, (yHKIMOHAIBHBIE, PENPOAYKTUBHBIE TIOKa3aTeld, a TakkKe Ha
KOJIMYECTBECHHBIC XapPaKTCPUCTHKU OTIEIBHBIX MPEACTABUTEICH MUKPO(IOPH KUIICUYHUKA,
TEIIOKPOBHBIX JKUBOTHBIX (OEJIBIX KPBIC) B OOBIUHBIX YCIOBHIX U MPU XPOHUUECKOM CTpECCE.

Hayynasi HOBHM3HA W OPHUIMHAJBHOCTBL. [loilydeHBl JdaHHBIE O KAYECTBEHHOM U
KOJIMYECTBEHHOM COCTaBe (DH3MONOTUYECKH AaKTUBHBIX JIMIHUIHBIX (Gpakinuil 1mramma
Streptomyces fradiae  CNMN-Ac-11. BmepBbie BbisiBJIeH 3((EKT NpUMEHEHUS BEIICCTB
[[MaHOOAKTEPHATILHOTO TPOUCXOKICHHUS B KAU€CTBE JOMOTHUTEILHOTO KOMIIOHEHTa K OCHOBHOM
nuTarenbHol cpeae. OOHapyxeHo, uTo Ouomacca mramma Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11
CIOCOOCTBYET HOpPMAallM3alliM  KOJMMYECTBAa OTHENbHBIX MPEACTABUTENECH  MHUKPOQIOPHI
KHIIIEYHHUKA, TPOIIECCY BCACHIBAHUS TITFOKO3bI B TOHKOW KHWIIKE, YBEIMYCHUIO MPUPOCTA MACCHI
Tena, 00JerYeHUI0 BRIPAOOTKH YCIOBHBIX peIeKCOB.

Pemiennasi Ba:kHasi Hay4yHasi NMpodJieMa COCTOUT B OIPENEICHUN OMOCHHTETHYECKOH
akTuBHOCTH InTamMma Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 — npoayiienta BAB, uto mo3Bosser
VIPaBIATh MPOIECCAMU YBEIUYEHHS KOTUYECTBA OMOMACCHI U JIMMUIHBIX (Ppakiuii, onpeaenss
MEPCIIEKTHBY UCIOJIB30BaHUS €€ C IETbI0 YIYYIIeHUsT (YHKITMOHATBHBIX M PEIPOTyKTHBHBIX
MoKa3aTenei OeNbIX KPhIC B YCIOBUSX XPOHUYECKOTO CTpecca.

Teopernueckoe 3HaueHue padoTbl. HaydyHo oOocHOBaHa BO3MOXKHOCTH YBEITHUCHHS
KOJTH4YecTBa (PU3MOJIOTMYECKH AKTHUBHBIX JUMHUAHBIX (Dpakiuii NMpHU HCMOJIB30BAHUU BEIIECTB
[IMAaHOOAKTEPHATIHHOTO TPOUCXOXKIEHHUSI B KayecTBe CTHMYISITOPOB WX CHHTE3a Yy
aKTUHOMHUIIETOB poja Streptomyces. M3ydeno BimsHue Onomaccsl mramma Streptomyces fradiae
CNMN-Ac-11 Ha pyHKIIMOHATBHBIE U PEMTPOAYKTUBHBIC TIOKA3aTENN OEIIBIX KPBIC.

Mpakrnueckoe 3Hauenume. [Ipemmoken mramm Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11,
OTJIMYAOIIUNACS BBICOKOM OMOCHHTETHYECKOH aKTHBHOCTBIO; IMPEIOKEHBI HOBBIC BapHAHTHI
MUTATeNBHBIX Cpe/, CIOCOOCTBYIOIIME YBEIWYEHUIO KOIWYecTBa Ouomacchl Streptomyces
fradiae CNMN-ACc-11; mosnyueHHbIe SKCIICPUMEHTAIbHBIC JTaHHBIC HAMETHIIN MEPCIICKTUBY JUTS
pa3paboTKu mpenapaToB Ha ocHOoBe OmomMacchel mramma Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11.

Bueapenue pe3yjabTaToB. OCHOBHBIE PE3yJIbTAaThl MCCICIOBAHUN BHEAPECHBI B YUCOHBIN
npouecc EI'® III'Y um. T.I'. llleBuenko, a Takxe B uccienoanus HKHM UMB.
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ANNOTATION

Bereziuc Yulia «The biosynthetic properties of Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11
and the physiological effects of biomass on the organism of homoioterm animals (rats)».
PhD thesis in biological sciences, Chisinau, 2019.

The thesis consists of an introduction, 4 chapters, conclusions and recommendations,
bibliography list with 211 references. It comprises 120 pages of main content, 31 figures, 12
tables and 6 annexes. The results were published in 13 scientific papers.

Key words: streptomycetes, amino acids, lipids, carbohydrates, antimicrobial activity,
nutrient medium, physiological effects, white rats.

Field of study: 163.04 — Microbiology.

Research goal consists in research of the cultural properties and biosynthetic activity of
the strain Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 and substantiation of the possibility of using it as
a biomass producer, affecting the physiological parameters of the organism of homoioterm
animals (white rats) under normal physiological conditions and under the action of chronic
stress.

Objectives: the study of the cultural properties of the strain Streptomyces fradiae CNMN-
Ac-11; determination of the ability to accumulate biomass and synthesis of basic lipid fractions,
amino acid and carbohydrate composition during the cultivation of the strain Streptomyces
fradiae CNMN-Ac-11 on different media; study of the effect of substances of cyanobacterial
origin on the ability of the strain Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 to actively increase
biomass with altered qualitative composition; study of the biomass of the strain Streptomyces
fradiae CNMN-Ac-11 on morphological, functional, reproductive indicators, as well as on the
quantitative characteristics of individual representatives of the intestinal microflora, homoioterm
animals (white rats) under normal conditions and under chronic stress.

Scientific novelty and originality. The data on the qualitative and quantitative
composition of the physiologically active lipid fractions of the strain Streptomyces fradiae
CNMN-Ac-11 were obtained. For the first time, the effect of using substances of cyanobacterial
origin as an additional component to the main nutrient medium was revealed. The biomass of the
strain Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 was found to help normalize the number of the
intestinal microflora microorganisms, the process of glucose absorption in the small gut, increase
body weight gain, facilitate the development of conditioned reflexes.

The main scientific problem solved in the study consists in the elucidation of the
biosynthetic activity of the strain Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 — a producer of
biologically active substances, which allows to manage the processes of increasing the amount of
biomass and lipid fractions, determining the prospect of using it with the aim of improving the
functional and reproductive parameters of white rats under chronic stress.

Theoretical value. The possibility of increasing the amount of physiologically active lipid
fractions using substances of cyanobacterial origin as stimulants of their synthesis in
actinomycetes of the genus Streptomyces has been scientifically substantiated. The effect of the
biomass of the strain Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 on the functional and reproductive
characteristics of white rats was studied.

Applicative value. The proposed strain Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11, characterized
by high biosynthetic activity; new nutrient media options have been proposed to increase the
amount of Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 biomass; Experimental data have outlined the
prospects for the development of drugs based on the biomass of the strain Streptomyces fradiae
CNMN-Ac-11.

Implementation of scientific results. The main results of the research are implemented in
the educational process of the Faculty of Natural Sciences of the Shevchenko USN, as well as in
the work of the National Collection of Nonpathogenic Microorganisms of IMB.
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