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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta temei abordate. Pastrarea durabilda a culturilor de
microorganisme reprezinta un factor important pentru utilizarea lor atat in calitate de obiecte ale
cercetirilor stiintifice fundamentale, ct si in calitate de obiecte cu potential biotehnologic. in
rezultat a apdrut necesitatea fondarii institutiilor responsabile de pastrarea diversitatii
genofondului microbian, iar iIn Republica Moldova functiile unei astfel de institutii sunt
indeplinite de Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene din cadrul Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie [14].

Cercetarile din ultimii ani, ca raspuns la necesitatea asigurarii industriei biotehnologice
cu tulpini viabile de microorganisme cu parametri biotehnologici stabili, sunt orientate spre
elaborarea gi implementarea unor metode eficiente de conservare si pastrare a tulpinilor active.
Problema pastrarii microorganismelor cuprinde o serie de obiective, dintre care cel mai
important este depistarea conditiilor optime de conservare si pastrare a celulelor microbiene
pentru evitarea leziunii acestora [8].

Pastrarea durabild si eficientd a microorganismelor depinde de selectarea corectd a
metodei de conservare, parametrilor si mediilor de protectie. Actualmente sunt cunoscute diverse
metode de conservare, dintre care liofilizarea este consideratd a fi o optimad pentru cele mai
diverse grupuri de microorganisme [2]. Pe parcursul liofilizarii, microorganismele sunt expuse
actiunii unei serii de factori de stres, cum sunt temperaturile joase si uscarea 1n vid, care duc la
moartea celulelor. O alta cauza a pieirii microorganismelor este stresul oxidativ, asociat cu
supraacumularea speciilor reactive de oxigen, care au un efect negativ asupra celulelor [7].

Optimizarea parametrilor de liofilizare si selectarea mediilor eficiente de protectie si
regenerare a culturilor microbiene ocupa un loc important in procesul mentinerii durabile a
colectiilor de microorganisme [5]. O gama larga de substante de diferita origine, Cu proprietati
antioxidante (acidul ascorbic, ascorbatperoxidaza) si crioprotectoare (mono-, di-, oligo- si
polizaharidele, glutamatul de natriu, tiosulfatul de natriu, aminoacidul prolina, peptona,
glicerina, xantanul, maltodextrina, manitolul, polivinilpirolidonul, etilenglicolul) sunt testate in
procesul de conservare a microorganismelor in scopul evidentierii actiunii lor protectoare si
stabilizatoare [4, 11].

Indicii de baza ai eficacitatii metodelor aplicate rezida in mentinerea viabilitagii si
stabilitatii celulelor microbiene. In aceastd ordine de idei, un interes deosebit prezinti
perfectionarea metodelor de pastrare a actinobacteriilor, organisme care se caracterizeaza prin

instabilitate genetica inalta, in comparatie cu alte microorganisme [19].



Actinobacteria (actinomicetele sau bacteriile filamentoase) reprezinta un grup
exceptional de microorganisme, ce combind particularititile moleculare, chimice si fiziologice
ale procariotelor cu caracterele morfologice ale ciupercilor eucariote. Descompunatori ai
substantelor organice, fixatori de azot, ce se intalnesc preponderent in sol, actinomicetele produc
o gama larga de substante bioactive cu actiune antibiotica, antifungica, antitumorala, insecticida,
antiparazitara, cu o vasta arie de utilizare. Printre ele se evidentiaza genul Streptomyces — cel mai
mare gen de actinobacterii si genul tip al familiei Streptomycetaceae [10, 13]. Tulpina
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 depozitatd in Colectia Nationald de Microorganisme
Nepatogene s-a remarcat ca producdtor important de endo- si exo-metaboliti, care si-au
demonstrat eficacitatea in fitotehnie si zootehnie. Printre efectele pozitive ale preparatelor din
acest microorganism mentiondm majorarea viabilitatii si sporirea masei vii la puii broiler,
diminuarea mortalittii la purcei, stimularea cresterii animalelor cu blana pretioasa, profilaxia si
tratarea maladiilor infectioase la albini, stimularea cresterii unor culturi agricole, asa ca
castravetil, rosiile, tutunul, fasolea, ameliorarea procesului de micropropagare, inradacinare si
dezvoltare a sistemului radicular la plantele de cultura, imbunétatirea calitatii materialului saditor [9].

Tn pofida faptului, ci existd numeroase cercetiri orientate spre optimizarea procesului de
cultivare si pastrare a streptomicetelor, raméane a fi actuald problema stimuldrii cresterii si
activitatii biosintetice a tulpinilor de streptomicete cu potential biotehnologic important, dar mai
ales a pastrarii acestor parametri pe durata conservarii lor in colectiile de microorganisme [9].
Pastrarea de lungd durata a culturilor microbiene de importanta biotehnologica poate fi realizata
prin mai multe metode, dintre care cea mai potrivita este liofilizarea. Este demonstrat, ca aceasta
metoda asigurd viabilitatea inalta, stabilitatea proprietatilor morfologice si pastrarea
performantelor functionale. Astfel, sunt prevenite raspunsurile metabolice neasteptate ale
culturilor de microorganisme. Streptomicetele in general si tulpina Streptomyces canosus
CNMN-ACc-02 in particular, sunt caracterizate prin eterogenitate populationald si capacitate de
modificare inaltd sub actiunea factorilor de mediu. La aplicarea liofilizarii in calitate de metoda
de pastrare de lunga durata aceste doua fenomene pot provoca reducerea activitatii biosintetice a
celulelor microbiene [8]. In scopul diminuarii efectelor negative ale liofilizarii se recomanda
utilizarea substantelor lioprotectoare. In prezent sunt cunoscute mai multe grupuri de substante
de acest tip: sulfoxizii; alcoolii organici si derivatii acestora; carbohidratii; aminoacizii si acizii
carbonici; peptidele, proteinele si glicoproteinele [4]. Cianobacteriile, un grup de
microorganisme, care in mediile naturale formeaza asociatii simbiotice cu actinomicetele,
sintetizeazd mai multe substante cu un potential lioprotector. Pornind de la compatibilitatea

actinomicetelor si cianobacteriilor, consideram oportund utilizarea produselor de origine



cianobacteriand in calitate de substante lioprotectoare pentru conservarea de lungd duratd a

actinobacteriilor.

Plantele superioare de asemenea, produc numeroase substante care pot proteja celulele
microbiene de efectele temperaturilor ultrajoase — oligo- si polipeptide, aminoacizi, diferite
mono-, di- si polizaharide. Glicozidele vegetale sunt un grup de substante cu activitate biologica
variatd, inclusiv antioxidanta. Fiind eteri ai glucidelor, aceste substante ar putea fi aplicate n
calitate de componente ale mediilor de protectie pe durata procesului de liofilizare. Utilizarea
glicozidelor 1n calitate de lioprotectori este o directie noud in conservarea microorganismelor.

Astfel, pornind de la faptul, ca elaborarea metodelor eficiente de conservare a culturilor
de microorganisme de interes biotehnologic raméane o directie actuald la nivel mondial si ca in
literatura de specialitate sunt foarte putine relatari referitoare la utilizarea preparatelor naturale in
procesul de liofilizare a tulpinilor de microorganisme, consideram oportun studiul influentei
substantelor de origine cianobacteriand si vegetala asupra viabilitatii si stabilitatii tulpinilor de
streptomicete in procesul de pastrare a lor in stare liofilizata [12].

Scopul tezei de doctor a constat in evaluarea influentei preparatelor biologic active de
origine cianobacteriana si vegetald asupra viabilitatii si stabilitatii tulpinii Streptomyces canosus
CNMN-ACc-02 in procesul liofilizarii.

Obiectivele lucrarii au fost urmatoarele:

1. Evaluarea efectului lioprotector al substantelor biologic active de origine cianobacteriana
prin estimarea viabilitatii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 dupa liofilizare;

2. Estimarea efectului lioprotector al extractelor glicozidice vegetale prin estimarea viabilitatii
tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 dupa liofilizare;

3. Aprecierea actiunii preparatelor cianobacteriene asupra caracterelor morfo-culturale ale S.
canosus CNMN-Ac-02 in procesul liofilizarii;

4. Evaluarea actiunii preparatelor vegetale asupra caracterelor morfo-culturale ale S. canosus
CNMN-ACc-02 in procesul liofilizarii;

5. Evidentierea actiunii agentilor lioprotectori asupra productivitatii si raportului fractiilor
lipidice la S. canosus CNMN-Ac-02 Tn vederea elucidarii raspunsului celular la actiunea
factorilor de stres.

Ipoteza-cercetarii:

» Fiind utilizate in calitate de lioprotectori, preparatele cianobacteriene si vegetale pot
asigura pastrarea viabilitdtii si stabilitatii caracterelor morfologice la conservarea de lunga durata

prin metoda liofilizarii a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02.



> Metodologia cercetirii stiintifice. In conformitate cu scopul si obiectivele trasate,
in vederea demonstrarii ipotezelor de cercetare inaintate, au fost aplicate metode clasice si
moderne de studiu, inclusiv:
e metode microbiologice clasice de cultivare a streptomicetelor, evaluare a viabilitatii
si determinare a particularitatilor morfo-culturale;
e metode biochimice de apreciere a activitdtii culturii studiate, de separare si
cuantificare a fractiilor lipidelor din biomasa;
e metode adecvate de pastrare a culturii de colectie (liofilizarea);
e metode statistice de analizd a rezultatelor si evaluare a rentabilitatii utilizarii

preparatelor studiate etc.

CONTINUTUL TEZEI

1. STREPTOMICETELE - OBIECTE BIOTEHNOLOGICE
IMPORTANTE, CONSERVAREA SI PASTRAREA LOR

Acest capitol include analiza realizarilor stiintifice in domeniul studiului streptomicetelor
— un grup abil si divers de microorganisme, care pe parcursul ciclului vital produc un spectru larg
de substante biologic active, utilizate in diverse ramuri: farmaceutica, cosmetologie, agricultura
si industria alimentara. Conform rezultatelor numeroaselor studii, de rand cu locul de lider
printre producatorii de antibiotice, aceste microorganisme prezintd avantaje importante pentru
cresterea §i protectia plantelor, prin contributia lor la combaterea bolilor, activitatea
antimicrobiana si antifungica, abilitatea de a produce compusi volatili si capacitatea de a spori
biomasa vegetala. Acest grup de microorganisme prezintd interes si pentru zootehnie in calitate
de supliment 1n ratia alimentara a animalelor, fapt raportat de numerosi autori.

O atentie deosebitd in acest capitol (a doua parte) este acordata metodelor de pastrare a
microorganismelor, in particular a streptomicetelor. Dupa o trecere in revista a metodelor clasice
si moderne, utilizate pentru pastrarea tulpinilor de streptomicete, sunt evidentiate mai multe
avantaje ale liofilizarii, eficienta careia este demonstrata si pentru tulpina S. canosus CNMN-Ac-
02, depozitata in Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene.

Cea de-a treia parte a capitolului 1 este dedicata studiului bibliografic cu referire la
mediile protectoare si de rehidratare utilizate la liofilizarea si reactivarea microorganismelor si
mecanismelor de actiune a acestora. Pornind de la studiul factorilor de stres, la care sunt supuse
celulele vii in procesul de liofilizare si rolul primordial al agentilor de lioprotectie, cercetdrile

savantilor sunt orientate spre evidentierea componentei optimale a mediilor de liofilizare pentru



protejarea maximala a celulelor supuse stresului termic si hidric. Este evaluata utilizarea
urmatoarelor grupe de substante crioprotectoare: sulfoxizii, alcoolii si derivatii lor, mono- si
polizaharidele, aminoacizii, peptidele, proteinele si glicoproteinele.

In baza acestui studiu bibliografic amplu, este argumentatd necesitatea si importanta
cianobacteriand si vegetala la elaborarea mediilor protectoare pentru conservarea si pastrarea
tulpinilor de interes practic si stiintific.

Capitolul se incheie cu concluzii, dupa care este formulata problema de cercetare.

2. OBIECTUL DE STUDIU SI METODELE APLICATE iN CERCETARE

Acest capitol include argumentarea si descrierea obiectelor de studiu si a metodelor de
cercetare. In studiu a fost utilizatd tulpina Streptomyces canosus (Krasilinikov, 1970), depozitata
in Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene a IMB, in calitate de producator valoros
de metaboliti secundari, cu atribuirea cifrului Streptomyces canosus CNMN-Ac-02. Pentru
cultivarea tulpinii au fost utilizate urmatoarele medii nutritive: mediul Dulaney (obtinerea
inoculului), mediul M-l (acumularea biomasei), mediu Czapek (determinarea caracterelor
morfologice), mediul cu ovaz (pastrarea indelungata pe medii solide).

Tn calitate de agenti de lioprotectie au fost utilizate extracte glicozidice, obtinute in cadrul
Laboratorului Bioreglatori Naturali al Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor:
glicozide iridoidice extrase din planta Linaria genistifolia L. Mill (partea aeriana) si flavonoidice
extrase din partea aeriana a plantei Verbascum phlomoides L. prin fierbere in solutie
hidrometanolica. In acelasi scop, in studiu au fost utilizate preparatele BioR (complex de
aminoacizi si peptide) si PSSz, (complex de polizaharide sulfatate cu zinc), obtinute in cadrul
Laboratorului Ficobiotehnologie al Institutului de Microbiologie si Biotehnologie prin procedee
biotehnologice de extragere, fractionare si purificare a principiilor bioactive din biomasa tulpinii
cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-02. Agentii lioprotectori au fost adaugati la mediul
protector de baza, selectat in urma unui screening al mediilor uzuale si care are urmatoarea
componenta: gelatind — 2,5%, glucoza — 7,5%.

Pentru realizarea cercetdrilor au fost utilizate metode de determinare cantitativd a
germenilor viabili (metoda calculului logaritmic, descrisa de Munos-Rojas s.a. [6]) si a biomasei
de streptomicete (metoda gravimetrica), de determinare a proprietatilor morfo-culturale ale
tulpinilor de streptomicete (prin examinarea coloniilor de pe suprafata mediilor agarizate in cutii
Petri), de separare a biomasei (prin centrifugare), extragere a lipidelor (metoda Folch

modificatd), analiza cantitativa si calitativa a fractiilor lipidelor (metoda cromatografiei in strat



subtire), de liofilizare a biomasei de streptomicete (cu utilizarea liofilizatorului LABCONCO 6
Plus), de analiza statisticai a rezultatelor obtinute (cu aplicarea instrumentelor statisticii
descriptive: calculul mediilor aritmetice, abaterilor standard, coeficientului de variatic si
statisticii inferentiale: testele de valabilitate si testele de semnificatie). Calculul viabilitatii

culturii s-a efectuat prin metoda logaritmarii zecimale

3. INFLUENTA PREPARATELOR DE ORIGINE CIANOBACTERIANA SI
VEGETALA ASUPRA VIABILITATII TULPINII Streptomyces canosus
CNMN-Ac-02 TN PROCESUL LIOFILIZARII

In figura 3.1. este prezentatd schema experientelor realizate la acest capitol, in vederea

evidentierii actiunii preparatelor mentionate asupra viabilitdtii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02.

Liofilizarea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 in
mediul protector Gel+Gl, suplimentat cu:

Linaria ééﬁlstifolla Vérbasum phlon';gldes ‘

Reactivarea culturii liofilizate cu:

H,O BioR H,O PSeZnS H,O Iridoide L H.O Verbascozide V

Dupa
1an de pastrare

Dupa liofilizare

Fig. 3.1. Schema de realizare a experientelor in vederea evidentierii actiunii preparatelor
de origine cianobacteriana si vegetala asupra viabilitatii tulpinii Streptomyces canosus
CNMN-Ac-02 la liofilizare

Liofilizarea, metoda cea mai utilizata pentru conservarea tulpinilor de streptomicete, si-a
demonstrat eficacitatea in numeroase cercetdri. Insi, de rand cu avantajele pe care le oferd
aceasta metoda de pastrare, congelarea si deshidratare raman a fi doi factori de stres pentru
celulele vii. Astfel, utilizarea substantelor care au potentialul de a proteja celulele de actiunea
nociva a temperaturilor extreme negative si a insuficientei acute de apa este o conditie a pastrarii

viabilitatii celulelor microbiene supuse acestui mod de conservare. In calitate de astfel de



substante in aceastd lucrare au fost testate doud tipuri de preparate de origine cianobacteriand
(BioR si PSSzn) si doua tipuri de extracte glicozidice (LG si VP).

O altd etapd importanta, care solicitd utilizarea substantelor cu activitate biologica inalta
este etapa de reactivare a culturilor microbiene dupa perioada de pastrare in stare liofilizata. O
particularitate a culturii, care a servit drept obiect de studiu in aceasta teza — tulpina S. canosus
CNMN-Ac-02 este capacitatea ei de a forma spori in conditii de stres. In conditiile reactivirii
culturii liofilizate se recomanda utilizarea stimulatorilor pentru germinarea sporilor, iar extractele
utilizate la etapa de liofilizare pot fi benefice si la aceastd etapa importanta. De aceea extractele
cianobacteriene si glicozdele au fost utilizate atat in calitate de lioprotectori, cat si in calitate de

componente ale mediului pentru reactivarea culturii dupa liofilizare.

3.1. Actiunea preparatelor de origine cianobacteriana asupra viabilitatii culturii
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02, la utlizarea lor in componenta mediilor de liofilizare si

reactivare a tulpinii

In studiu au fost incluse doud preparate cu potential lioprotector obtinute din biomasa
cianobacteriei Spirulina platensis: preparatul PSSz, (complex de polizaharide sulfatate ce
contine zinc, care a fost aplicat in cantitate de 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0 si 50,0% din componenta
mediului pentru liofilizare) si BioR (complex de aminoacizi si oligopeptide, in concentratie de
0,1; 1,0 si 10,0% din componenta mediului). Agentii lioprotectori au fost adaugati la mediul
protector de bazd cu urmatoarea componentd: gelatina — 2,5%, glucoza — 7,5%, (numit in
continuare mediu Gel+Gl). In calitate de medii de rehidratare a culturii au fost utilizate dilutiile
extractelor cianobacteriene cu concentratiile substantei active de 0,001 — 5,0%.

Viabilitatea culturii a fost verificata imediat dupa liofilizare si peste un an de pastrare in
conditii adecvate in stare liofilizatd. Rehidratarea a fost facutd cu apa distilatd si cu extracte
cianobacteriene diluate. Rezultatele obtinute au demonstrat, ca utilizarea preparatelor BioR si
martor, dar si o viabilitate mai mare fatd de situatia de inainte de liofilizare. Sporirea viabilitatii
tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 dupa liofilizare se explica prin faptul, ca compusii de origine
cianobacteriand, in calitate de activatori de crestere, contribuie la germinarea sporilor, care in
conditii de cultivare standard nu germineaza [18].

In figura 3.2 (A) drept exemplu sunt prezentate unele dintre rezultatele obtinute la
revitalizarea culturii imediat dupa liofilizare, unde preparatele cianobacteriene au fost utilizate ca

componente ale mediilor de liofilizare. Aceste rezultate demonstreazd, ca preparatul BioR
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asigura o sporire a viabilitatii fata de proba martor cu 16,25+0,66 — 21,09+1,15%, iar preparatul
PSSzn — cu 38,93+6,30% in cazul concentratiei PSSzn Th mediu de 30,0%.
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Fig. 3.2. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 in urma liofilizarii, cu
utilizarea mediului lioprotector Gel+Gl suplimentat cu principii de origine cianobacteriana

si rehidratarii cu apa distilata(A) si cu solutii diluate ale extractelor (B)

Aceleasi preparate au fost testate si in calitate de solutii de rehidratare a culturilor
liofilizate, fiind luate in dilutii zecimale fata de concentratiile respective in mediile de liofilizare
(Fig.3.2(B)). Figura 3.2 (A si B) include drept exemplu, rezultate comparative obtinute la
rehidratarea culturii de streptomicete cu apa distilatd si cu extracte cianobacteriene diluate.

Desi preparatele naturale nu au avut un efect stimulator in calitate de rehidratant,
viabilitatea culturii liofilizate in prezenta lor ramane cu 19,14+0,53 — 23,22+1,52% mai inalta
fata de proba martor, rehidratata cu apa distilata.

Acelasi lucru se observa si la revitalizarea culturii dupa un an de pastrare. In figura 3.3.
sunt prezentate unele dintre rezultatele comparative obtinute la revitalizarea culturii de S.
canosus CNMN-Ac-02 dupa un an de pastrare in stare liofilizata, unde in calitate de mediu de
rehidratare s-a folosit apa distilata versus extracte cianobacteriene diluate. Viabilitatea culturii
peste 1 an de pastrare in stare liofilizatd in mediu cu BioR a scdzut cu cca. 2,0+0,23%
comparativ cu cea initiala si cu cca. 4,0+0,16 — 5,0+0,27% in cazul utilizarii extractului PSSz, (in

concentratii de 1,0-10,0%), de 2 ori mai putin decat la proba martor.
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Fig.3.3. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupa 1 an de péstrare in
stare liofilizata in mediul lioprotector Gel+Gl suplimentat cu BioR si PSSzn, reactivata cu

apa distilata (A) si cu solutii respective de extracte de origine cianobacteriana (B)

Cultura de S. canosus CNMN-Ac-02 care a fost liofilizatd cu utilizarea mediului de
protectie cu concentratia extractului PSSzn de 20,0; 30,0 si 50,0% a fost rehidratatd in solutie de

PSSzn de 5%. Rezultatele comparative cu rehidratarea in apa distilatd pot fi vazute in figura 3.4.
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Fig. 3.4. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupa 1 an de péstrare in
stare liofilizata in mediul lioprotector Gel+Gl suplimentat cu PSSz, reactivata cu apa

distilata (A) si cu solutie de PSSzn 5,0% (B)

Cel mai bun rezultat a fost obtinut in urma reactivarii cu solutie de PSSzn de 5,0% a
culturii de S. canosus CNMN-Ac-02 pastrate in stare liofilizatd in mediul lioprotector
suplimentat cu PSSzn in concentratie de 30,0%, viabilitatea culturii din proba experimentala
depasind cu mai bine de 45,0+1,94% proba martor. Pe baza celor constatate mai sus, putem
afirma ca cel mai eficient supliment la mediul lioprotector Gel+Gl pentru pastrarea in stare
liofilizata de durata a tulpinii este extractul cianobacterian PSSz, in concentratie de 30,0%, iar

pentru reactivarea culturii dupa liofilizare cea mai potrivita este solutia PSSzn de 5,0%. Aceasta
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concluzie este sustinutd de cea mai inaltd ratd a viabilitatii culturii S. canosus CNMN-Ac-02
dupa liofilizare — 139,51+1,23% si dupa 1 an de pastrare in stare liofilizata — 136,7+1,94%, in

ambele cazuri depasind cu cca 45,0% proba martor.

3.2. Actiunea glicozidelor de origine vegetala asupra viabilitatii culturii Streptomyces
canosus CNMN-Ac-02, la utilizarea lor in componenta mediilor de liofilizare si reactivare a
tulpinii

Numeroase specii de plante - reprezentanti ai florei salbatice, constituie o bogata sursa de
substante biologic active, cum ar fi flavonoidele, glicozidele, alcaloizii, diterpenoizii, s. a.
Polifenolii proveniti din plante beneficiazd de un interes considerabil datoritd potentialelor
proprietati antioxidante si sunt testati pentru o gami larga de actiuni stimulatoare [16]. Tn
cercetarile noastre au fost utilizate extractele glicozidice vegetale: extractul LG (iridoide obtinute
din Linaria genistifolia) si extractul VP (flavonoide obtinute din Verbascum phlomoides).

Tn figura 3.5. sunt prezentate rezultatele evaluarii viabilitatii tulpinii S. canosus CNMN-
Ac-02 in urma liofilizarii in mediul lioprotector Gel+Gl, suplimentat cu extractele LG si VP in

diverse concentratii si rehidratarii variantelor liofilizate cu apa distilata (A) si solutii de glicozide

(B).
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Fig. 3.5. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 imediat dupa liofilizare,

cu utilizarea mediului lioprotector Gel+Gl suplimentat cu glicozide, la reactivare cu apa

distilata (A) si cu solutii de glicozide (B)

La utilizarea in calitate de supliment la mediul lioprotector Gel+Gl a extractului LG din
Linaria genistifolia in concentratii de 0,05 — 0,00005%, viabilitatea culturii dupa liofilizare a
depasit cu 34,67+1,36 — 53,42+4,11% proba martor. Rezultatul maximal a fost obtinut in urma

utilizarii acestui extract in concentratie de 0,0005%, viabilitatea culturii dupa liofilizare
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constituind 139,61+3,17%. Tn general, toate variantele experimentale au prezentat rezultate mult
mai Tnalte comparativ cu proba martor, viabilitatea fiind cuprinsa intre 120,86+1,11 — 139,61+3,17%.

In mod similar au actionat si flavonoidele VP, tulpina S. canosus CNMN-Ac-02
supravietuind mai bine, comparativ cu proba martor, dupa liofilizare pe mediul lioprotector
suplimentat cu flavonoide in concentratie de 0,05 — 0,0005%, cu o viabilitate de 121,22+0,66 —
130,20+0,80% (cu 35,03+1,54 — 44,01+1,92% mai mare decét varianta de control). Valoarea
maximald a viabilitatii de 130,20+0,80% a fost obtinuta prin suplimentarea mediului lioprotector
cu extract VP in concentratiec de 0,005% [1]. Diferentele intre variantele de rehidratare sunt
nesemnificative.

Peste un an de pastrare a culturii Tn stare liofilizatda au fost repetate aceleasi teste.

Rezultatele pot fi urmarite pe figura 3.6.
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Fig. 3.6. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupa 1 an de péstrare in
stare liofilizata in mediul lioprotector Gel+Gl suplimentat cu glicozide, reactivat in apa

distilata (A) si in medii cu extracte glicozidice (B)

Analiza rezultatelor prezentate in figura 3.6 (A si B) evidentiazd actiunea favorabild a
extractelor glicozidice in calitate de solutii de rehidratare a culturii de streptomicete dupa 1 an de
pastrare. Astfel, la reactivarea culturii liofilizate cu extract LG, viabilitatea ei a depasit cu pana
la 13,44%3,11% aceleasi variante experimentale rehidratate cu apa distilata, si cu pana la
11,69+0,61% in cazul utilizarii pentru reactivare a extractului VP. S-a observat, de asemenea,
scaderea viabilitdtii culturii S. canosus CNMN-Ac-02 dupd 1 an de pastrare cu pand la
12,0+0,95% comparativ cu situatia imediat dupa liofilizare.

Cu toate acestea, viabilitatea tulpinii de streptomicete este mai mare comparativ cu

martorul peste 1 an de pastrare in stare liofilizatd pe medii protectoare suplimentate cu glicozide
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vegetale: cu 36,94+2,72 — 61,34+3,50% in cazul utilizarii extractului LG si cu 37,25+2,68 —
51,22+3,04% in cazul utilizarii extractului VP.

In baza rezultatelor de ansamblu, putem constata influenta pozitiva a extractelor
glicozidice obtinute din Linaria genistifolia si Verbasum phlomoides asupra viabilitatii tulpinii
S.canosus CNMN-Ac-02 la liofilizare si conservare pentru o perioada indelungata in colectiile de
microorganisme, iar utilizarea acestora in calitate de solutii de rehidratare in conditiile testate nu

poate oferi beneficii suplimentare.

4. INFLUENTA PREPARATELOR BIOLOGIC ACTIVE DE ORIGINE
CIANOBACTERIANA SI VEGETALA ASUPRA CARACTERELOR
MORFO-CULTURALE ALE TULPINII Streptomyces canosus CNMN-Ac-02
N PROCESUL LIOFILIZARII

Asigurarea stabilitatii culturii Tn procesul de pastrare prezinta interes atat pentru industrie
cat si pentru cercetare. In procesul de adaptare a microorganismelor la factorii de stres se observa
o heterogenitate sporitd a populatiei bacteriene, determinatd de specificul dezvoltarii lor,
genomul haploid de dimensiuni mici, ciclul scurt de dezvoltare [15]. Cu atat mai important este
acest aspect in procesul de pastrare a actinomicetelor, ce se caracterizeaza printr-0 Vvariabilitate
mult mai mare in comparatie cu alte microorganisme [13].

4.1. Proprietitile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02
pana si dupa liofilizare in mediu lioprotector suplimentat cu substante biologic active de
origine cianobacteriana

In urma cercetirilor au fost stabilite urmitoarele: culoarea miceliului aerian dupa
liofilizare practic nu s-a schimbat, modificarea fiind observata doar la nivel de nuanta a culorii,
spre exemplu acestea fiind albui sau alb-gri. Modificari mai importante au fost observate la toate
variantele experimentale comparativ cu varianta martor, in ceea ce priveste miceliul de substrat.
Aceste schimbari au fost mai evidente in cazul utilizérii extractului de polizaharide sulfatate.
Aparitia pigmentului solubil, care modifica culoarea mediului agarizat de cultivare Czapek in
roz-pal a fost inregistrata la variantele liofilizate si reactivate in prezenta extractului PSSzn.

In ceea ce priveste particularitatile formei, marginii si profilului coloniilor caracteristice
variantelor experimentale liofilizate si reactivate cu utilizarea preparatelor de origine
cianobacteriana, modificari majore nu au fost inregistrate. Dupa liofilizare caracteristicile

morfologice enumerate nu au suferit schimbari.
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4.2. Proprietatile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02

pana si dupa liofilizare in prezenta substantelor biologic active de origine vegetala

Studiul efectuat in capitolul precedent, a demonstrat eficacitatea utilizarii glicozidelor
vegetale din Linaria genistifolia si Verbascum phlomoides in calitate de lioprotectori si
rehidratanti in procesul liofilizarii si reactivarii tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02,
contribuind la pastrarea si sporirea viabilitatii culturii.

In contiuarea acestor cercetiri am decis si evaludm actiunea iridoidelor LG din Linaria
genistifolia si flavonoidelor VP din Verbascum phlomoides asupra proprietatilor morfo-culturale
ale tulpinii de streptomicete in procesul liofilizarii.

Modificarile proprietatilor morfo-culturale ale tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 sub
influenta preparatelor glicozidice, prin rehidratarea variantelor cu apa distilata. Rezultatele indica
colonii de dimensiuni mai mari ale culturii din variantele experimentale fata de varianta martor.
Acest lucru se observa in particular la variantele cu utilizarea iridoidelor LG 1n concentratie de
0,0005% si flavonoidelor VP 1in concentratie de 0,005%. Culoarea miceliului aerian nu a fost
influentata de prezenta glicozidelor in mediul de liofilizare a streptomicetei, pe cand miceliul de
substrat a manifestat, in dependenta tipul si concentratia extractului utilizat, o varietate de culori:
gri, galben-verzui, samoa, cafeniu.

In continuare, au fost studiate proprietitilor morfo-culturale ale tulpinii S. canosus
CNMN-ACc-02 dupa 1 an de pastrare in stare liofilizatd. Tulpina a fost liofilizatd in prezenta
glicozidelor LG si VP, iar pentru reactivare a servit apa distilatd. Conform datelor analizate,
putem observa ca utilizarea glicozidelor vegetale din Linaria genistifolia si Verbascum
phlomoides a influentat diametrul coloniilor tulpinii pastrate in stare liofilizata, cu cel mai
evident rezultat inregistrat la aplicarea iridoidelor LG in concentratia de 0,0005% si a
flavonoidelor de 0,005% VP.

Culoarea miceliul aerian atat la varianta martor, cat si la variantele experimentale nu a
suferit schimbari esentiale, variind in dependentd de compusul utilizat si concentratia acestuia de
la albui pana la alb-gri cu nuante de crem si alb de cretd. O schimbare mai evidenta a fost
observata in ce priveste culoarea miceliului de substrat a culturii studiate, cu nuanta gri-inchis
pentru varianta martor si cafeniu, galben-verzui si samoa la variantele experimentale. Este
necesar de a mentiona, ca peste 1 an de pastrare, la tulpina studiatd se mentine proprietatea de a
sintetiza pigmentul solubil care coloreaza mediul agarizat in culoarea roz-pal.

Forma coloniilor neregulata atat la martor, cat si la majoritatea variantelor experimentale
a ramas neschimbata in urma procesului de liofilzare. Variatii ale formei coloniilor au fost

observate la utilizarea in componenta mediului lioprotector a glicozidelor VP, unde in
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dependenta de concentratiile aplicate, au fost observate forma cutatd, neregulata si concentrica a
coloniilor. Nu au fost depistate diferente esentiale Intre varianta martor si variantele
experimentale in ce priveste profilul si marginile coloniilor studiate.

In continuarea cercetarilor la acest capitol, au fost studiate proprietatilor morfo-culturale
ale tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 dupa 1 an pastrare in stare liofilizata si reactivare in
prezenta glicozidelor LG si VP.

Analiza datelor dupa 1 an de pastrare a tulpinii de streptomicete, demonstreaza ca
caracterele sale fenotipice nu au suferit modificari radicale.

Tendinta preparatelor glicozidice de a influenta diametrul coloniilor se pastreaza si la
acesta etapa a cercetarilor. Astfel, coloniile de Streptomyces dezvoltate pe mediul agarizat
Czapek dupad liofilizare In prezenta glicozidelor au avut un diametru mult mai mare decat in
cazul variantei martor. Nu au fost observate deosebiri majore intre varianta martor si cele
experimentale in ce priveste culoarea miceliului aerian, gama de culori variind in diapazonul alb-
gri — gri-albui — alb de creta. La miceliul de substrat a fost observata culoarea gri-inchis la
varianta martor si culoare samoa sau gri-inchis la variantele experimentale.

Dupa 1 an de pastrare in stare liofilizata, tulpina S. canosus CNMN-Ac-02 dezvolta
capacitatea de a sintetiza pigmentul solubil care coloreaza mediul agarizat in culoarea roz-pal.

Aspectul coloniilor dupa 1 an de pastrare in stare liofilizatd in conditiile acestui
experiment nu s-a schimbat fatd de formele initiale. La fel, si in raport cu martorul, nu sunt
atestate deosebiri esentiale: forma circulard cu margini bombate si profilul ombilicat al coloniilor
pentru toate variantele studiate, marginea coloniilor neteda sau ondulati. In calitate de indicator
de adaptare a culturii la factorii de stres, poate fi atestatd producerea pigmentului solubil roz-pal
de catre tulpina studiata. Rehidratarea culturii de streptomicete cu solutii apoase de glicozide
vegetale accelereaza cu 48 ore germinarea sporilor.

Astfel, mentinerea morfologiei coloniilor specifice pentru tulpina S. canosus CNMN-Ac-
02, asigurarea cresteril mai rapide si mai intense, manifestata prin marimile coloniilor obtinute in
conditiile suspendarii, liofilizarii si reactivarii culturii dupd 1 an de pastrare in prezenta
extractelor cianobacteriene si vegetale, indicd asupra eficientei acestor preparate naturale in

mentinerea stabilitatii si activitatii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 Tn procesul de conservare.

5. ACTIUNEA PREPARATELOR ASUPRA PRODUCTIVITAIII SI
SINTEZEI LIPIDELOR LA Streptomyces canosus CNMN-Ac-02

Rolul lipidelor este foarte important Tn procesul de conservare a microorganismelor, care

presupune implicarea lor in raspunsul la actiunea factorilor de stres termic si hidric. Majoritatea
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proceselor de deteriorare a celulelor in aceste conditii sunt bazate pe structurile membranelor
celulare — cele mai sensibile componente structurale ale obiectelor biologice conservate. Starea si
raportul fractiilor lipidelor membranare sunt indici importanti in elucidarea mecanismelor de
raspuns ale membranelor celulare la actiunea factorilor de stres, precum si ale mecanismelor de
interactiune dintre componentele mediilor de liofilizare si lipidele membranare in vederea
stabilizarii membranelor celulare [17].

Componentele de bazd ale membranelor biologice sunt fosfolipidele. Fractiile
fosfolipidice ale actinobacteriilor pot avea organizare structurald diferita, in dependenta de
conditiile de temperatura si hidratare. Se presupune, ca eficienta mediilor protectoare, utilizate in
procesul de liofilizare a microorganismelor, este determinatd de capacitatea lor de a mentine
echilibrul dintre diverse fractii lipidice, dintre lipide si proteine pentru a asigura stabilitatea
membranelor in conditii de dehidratare sau temperaturi joase [20].

O importanta nu mai putin semnificativa in procesul de pastrare a microorganismelor o au
sterinele — fractie lipidica cu rol important in procesele biologice fundamentale, cum ar fi
semnalarea transductiei, reorganizarea citoscheletului, cresterea asimetricd etc. Aceste
componente sunt considerate molecule-cheie in mentinerea membranelor celulare intr-o stare de
fluiditate adecvata functiei. Rolul sterinelor in realizarea protectiei celulei a fost demonstrata in
cadrul numeroaselor studii, fiind elucidatd actiunea lor de sporire a coeziunii membranelor
pentru a le mentine Tntr-o stare dinamica mai putin sensibila fata de socurile termice [3].

De rand cu continutul adecvat al fractiilor lipidice, producerea de biomasa este de
asemenea un indicator important al prezentei ori lipsei starii de stres in cultura de actinomicete.
Acest parametru are si o importantd biotehnologica mare, deoarece pe langa lipide biomasa de S.
canosus CNMN-Ac-02 contine diverse substante biologic active ca aminoacizii, enzimele,
vitaminele din diverse grupuri si substante cu proprietdti antimicrobiene.

Tinand cont de specificul tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 in calitate de
producator de lipide, dar si de importanta lipidelor in calitate de constituenti ai membranelor
celulare, ne-am propus sa studiem actiunea preparatelor naturale utilizate in procesul liofilizarii

asupra productivitatii si componentei calitative si cantitative a lipidelor la cultura in studiu.

5.1. Evaluarea actiunii preparatelor de origine cianobacteriana asupra
productivitatii si sintezei lipidelor la Streptomyces canosus CNMN-Ac-02

Rezultatele studiului influentei preparatelor cianobacteriene asupra cantitatii de biomasa
si continutului de lipide totale a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 sunt prezentate in figura 5.1

(A) st 5.1 (B), corespunzdtor. Datele indica o influenta stimulatoare a preparatului BioR asupra
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cresterii cantitatii de biomasa, variind in limitele 10,09+2,26 — 81,38+3,86% (5,93+0,04 —
9,77£0,29 g/1) in comparatie cu martorul, in care cantitatea de biomasa este de 5,38+0,23 g/l. O
stimulare maxima a productivitatii a fost inregistrata la BioR in concentratia de 20,0% Tn mediu,
iar odatd cu depasirea acestei concentratii optime, se observa tendinta de scadere a efectului
stimulator.

Studiul influentei preparatului de polizaharide sulfatate PSSz, asupra cresterii tulpinii S.
canosus CNMN-Ac-02 a identificat o tendinta de stimulare similard, dar un efect mai putin
pronuntat in comparatie cu preparatul BioR. In acest caz a fost inregistratd o sporire a cantititii
de biomasa cu 12,75+1,52 — 63,91+4,07% (6,07+0,35 — 8,83+£0,15 g/l) in comparatic cu
martorul, efectul maximal fiind asigurat in acest caz de PSSzn in concentratia de 30,0%, cu

tendinta de scadere a efectului stimulator la marirea ulterioard a concentratiei preparatului.

S 1100 24.00
10.00
9.00
8.00

22.00
0.00
8.00
6.00
4.00 -
2.00
S 10.00 -
8.00

2
1
1
1
1

Cantitatea de lipide totale in
biomasa absolut uscata, %

Cantitatea de biomasi absolut uscati, g

B
Fig. 5.1. Cantitatea de biomasa absolut uscati (A) si cantitatea de lipide totale in biomasa

tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupai cultivare pe mediul M-I suplimentat cu
preparate de origine cianobacteriana

Analiza rezultatelor prezentate in figura 5.1 B. cu privire la lipidogeneza tulpinii S.
canosus CNMN-Ac-02 sub influenta principiilor BioR si PSSz, indica un efect predominant
inhibitor asupra acumularii lipidelor totale in biomasd. Un efect pozitiv sesizabil —
138,36+0,49% fata de martor a fost stabilit numai la utilizarea preparatului BioR 1n concentratie
de 0,1%. Cu toate acestea, producerea totala de lipide la un litru de mediu este la nivelul
martorului, sau mai mare (cu pand la 50,0+2,44% 1in cazul utilizarii preparatului BioR in
concentratie de 0,1% la mediu). Efectul se datoreaza cresterii cantitatii totale de biomasa sub
actiunea preparatului.

Raportul cantitativ al fractiilor lipidice obtinute din biomasa S. canosus CNMN-Ac-02 de
asemenea se modificd sub influenta diferitor concentratii ale preparatelor BioR si PSSzn. In
figura 5.2. sunt prezentate rezultatele obtinute la utilizarea preparatului BioR. S-a constatat un

efect pozitiv al preparatului BioR asupra ponderii fractiei de fosfolipide. Cele mai bune rezultate
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au fost inregistrate la utilizarea preparatului in concentratiile de 0,1% si 1,0%, sporul pozitiv
constituind 18,2+0,54% si respectiv cu 25,39+0,07% fata de varianta martor. Cantitatea de
sterine si trigliceride nu a fost modificatd semnificativ la addugarea preparatului BioR la mediul
nutritiv.

Majorarea sintezei de fosfolipide a fost inregistratd si in cazul utilizarii PSSz, O
stimulare maximala a sintezei fosfolipidelor a fost obtinuta in urma suplimentarii mediului de
cultivare M-1 cu PSSzn 1,0% - cu circa 40,0+0,28% fata de martor. Spre deosebire de preparatul
BioR, utilizarea preparatului PSSz, a favorizat sinteza fractiei sterinice cu pana la 17,0+0,28%
fatd de martor in cazul concentratiei preparatului de 1,0%. In cazul trigliceridelor preparatul
PSSzn a avut un efect stimulator la concentratiile de 10 si 20% ale preparatului si un efect

inhibitor la concentratiile de 30 si 40% ale preparatului in mediu.
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Fig. 5.2. Raportul cantitativ al fractiilor lipidice principale in biomasa de Streptomyces
canosus CNMN-Ac-02 sub influenta preparatului BioR
Astfel, generalizand rezultatele din acest compartiment, putem spune, cd variantele cu cel
mai inalt nivel de acumulare a biomasei bacteriene (la concentratiile de 10% BioR si 30% PSSzn)
au dat cele mai bune rezultate de viabilitate a culturii dupa liofilizare. In acelasi timp, rezultatele
cu referire la lipidogeneza si la coraportul fractiilor lipidice nu sustin rezultatele descrise in

compartimentul 3.1.

5.2. Evaluarea actiunii preparatelor de origine vegetald asupra productivitatii si
sintezei lipidelor la Streptomyces canosus CNMN-Ac-02

La urmatoarea etapa a cercetdrilor a fost studiata influenta celor 2 extracte vegetale
asupra acumulirii de biomasa si continutului de lipide la S. canosus CNMN-Ac-02. in tabelul
5.1. sunt prezentate rezultatele referitoare la capacitatea acumularii de biomasa si activitatea de
lipidogeneza a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 cultivatd pe mediul lichid complex M-I

suplimentat cu glicozide vegetale LG si VP in diferite concentratii.
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Tabelul 5.2. Cantitatea de biomasi si continutul de lipide totale la tulpina S. canosus

CNMN-ACc-02 in urma cultivarii pe mediul M-I suplimentat cu extracte glicozidice vegetale

Varianta BAU, BAU, Lipid_e totale, | Lipide totale,
(a/l) (% Martor) | (% din BAU) | (% Martor)
Martor (M-I) 8,15+0,50 100,00+0,05 6,40+0,27 100,0040,05
M-I + glicozide LG 0,05% 10,94+0,60 | 134,17+4,49 3,81+0,35 59,52+3,37
M-1 + glicozide LG 0,005% 7,05+0,59 86,44+4,63 4,89+0,47 76,36+7,92
M-I + glicozide LG 0,0005% 5,565+0,62 68,14+8,52 10,16+1,65 158,67+24,01
M-1 + glicozide VP 0,05% 5,38+0,53 65,96+4,44 12,88+0,12 201,14+9,79
M-I + glicozide VP 0,005% 5,4240,52 66,52+2,34 10,21+0,41 159,45+1,82
M-1 + glicozide VP 0,0005% 7,64+0,50 93,74+3,35 11,38+0,68 177,78+4,79

Studiul procesului de lipidogeneza la tulpina S. canosus CNMN-Ac-02: preparatul LG Tn
concentratie de 0,0005%/V, cantitatea de lipide constituind 158,67+24,01% fata de martor; 0
actiune stimulatoare si mai importantd a fost inregistrata la utilizarea flavonoidelor VP cu un
randament al lipidogenezei de 159,45+1,82 — 201,1449,79% fata de martor si cea mai mare
cantitate de lipide asigurata de preparatul VP in concentratia de 0,005% in mediul de cultura.
Astfel, comparativ cu varianta martor cantitatea de lipide totale creste de peste 1,5-2,0 ori.

Conform rezultatelor prezentate in figura 5.3. raportul cantitativ al fractiilor lipidice
principale din biomasa S. canosus CNMN-Ac-02 au suportat modificari sub influenta prepatului
glicozidic LG si VP. Astfel, pentru varianta martor a fost inregistrat urmatorul raport: fosfolipide
—15,78+1,28%); sterine — 6,42+1,48%; trigliceride — 18,57+0,26% din lipide totale.
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Fig. 5.3. Influenta glicozidelor LG (A) si VP (B) asupra raportului cantitativ al fractiilor

principale de lipide la tulpina Streptomyces canosus CNMN-Ac-02

Analizand modificarile continutului fractiei de fosfolipide in variantele experimentale cu
utilizarea preparatului LG, se observa un continut procentual redus al acestei fractii fata de
varianta martor. Aceeasi situatie se observa si pentru fractia trigliceridelor. Adaugarea in mediul
de cultivare a glicozidelor LG are efect pozitiv asupra cantitatii de sterine din biomasa tulpinii S.

canosus CNMN-Ac-02. Acest efect este evident pentru toate concentratiile preparatului, iar cea
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mai mare cantitate de sterine — 16,03£0,26% din lipide totale (cu cca. 1,5 ori mai mult
comparativ cu martorul) este asigurata de suplimentarea mediului de cultivare M-I cu glicozide
LG in concentratia 0,0005%. Astfel extractul glicozidic LG contribuie activ la sinteza sterinelor
de catre S. canosus CNMN-Ac-02, cantitatea acestei fractii majorandu-se de 2,2-2,5 ori
comparativ cu varianta martor.

Influenta glicozidelor VP asupra fosfolipidelor, sterinelor si trigliceridelor (fig.5.3.B) este
similara glicozidelor LG. Pornind de la o cantitate de fosfolipide Tn varianta martor de
15,78+1,28% din lipide totale, observim diminuarea acestei fractii cu circa 30,0+0,69 —
38,0+0,23% in prezenta preparatului VP in concentratiile studiate. Acelasi efect inhibitor al
preparatului VP, variind in limitele 26,0+0,36 — 35,0£0,15%, se observd si in cazul
trigliceridelor. Efectul pozitiv asupra sintezei sterinelor a fost constatat in toate variantele
experimentale suplimentate cu glicozide VP. Cel mai puternic efect stimulator s-a manifestat la
preparatul VP in concentratia de 0,0005%, cantitatea de sterine fiind de aproape 3 ori mai mare
comparativ cu varianta martor.

Este necesar de remarcat faptul ca glicozidele vegetale obtinute din Linaria genistifolia si
Verbascum phlomoides influenteaza in acelasi mod raportul cantitativ al sterinelor la tulpina S.
canosus CNMN-Ac-02. O cantitate naltd de sterine Tn membrana celulard contibuie la o
pregdtire mai bund a celulelor de streptomicete de a rezista la factorii de stres pe parcursul
liofilizarii.

Cu toate acestea, comparand rezultatele descrise Th acest compartiment, cu cele din
compartimentul 3.2 devine clar, cd nu existd o corelare intre actiunea glicozidelor asupra
cantitatii de biomasa si/sau coraportul fractiilor lipidice cu viabilitatea culturii dupa liofilizare.
Ca si in cazul extractelor cianobacterine, extractele glicozidice pot fi aplicate cu succes n
biotehnologiile orientate spre obtinerea produselor tintd din biomasa de Streptomyces canosus
CNMN-Ac-02

CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

1.  Utilizarea extractelor cianobacteriene si vegetale in calitate de agenti lioprotectori, asigura
o ratd de supravietuire sporita, cu cca. 40,0+6,30-61,0+3,50%, a tulpinii Streptomyces
canosus CNMN-Ac-02 in procesul liofilizérii, precum si o stabilitate morfologica a
culturii, caracterizata de pastrarea caracterelor fenotipice dupd 1 an de conservare a

tulpinii.
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2. Utilizarea extractului de polizaharide sulfatate PSSzn in concentratie de 30,0% 1in
componenta mediului lioprotector Gelatind 2,5% + Glucoza 7,5% atestd cel mai bun efect
lioprotector dintre toate extractele cianobacteriene testate.

3. Glicozidele vegetale obtinute din Linaria genistifolia si Verbascum phlomoides au
manifestat o actiune lioprotectoare mai pronuntatd comparativ cu extractele
cianobacteriene, cel mai bun efect fiind inregistrat la suplimentarea mediului lioprotector
Gelatina 2,5% + Glucoza 7,5% cu iridoide din Linaria genistifolia in concentratie de
0,0005%.

4.  Preparatele naturale studiate s-au manifestat nu doar in calitate de agenti lioprotectori, ci si
ca modulatori ai producerii de biomasa si lipide de catre tulpina S. canosus CNMN-Ac-02
la cultivare submersa pe mediul complex lichid M-1.

5.  Extractele cianobacteriene si glicozidele vegetale studiate pot fi aplicate cu succes in
biotehnologiile orientate spre obtinerea produselor tintd din biomasa de Streptomyces

canosus CNMN-Ac-02.

Problema stiintificA importanta solutionatad in lucrare constd in elucidarea actiunii
preparatelor de origine cianobacteriand si vegetald in calitate agenti lioprotecori pentru
liofilizarea tulpinii S. canosus CNMN-ACc-02, ceea ce a dus la evidentierea eficientei acestor
preparate in mentinerea viabilitatii si stabilitatii streptomicetei in procesul pastrarii in stare
liofilizata, fapt ce a permis perfectionarea metodelor de pdstrare a culturii in cadrul Colectiei
Nationale de Microorganisme Nepatogene.

Aportul personal. Rezultatele obtinute si analiza acestora, generalizarile si concluziile
conform temei abordate apartin integral autorului. In comun cu colegii Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie si Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectia Plantelor au
fost obtinute 4 brevete de inventie, astfel autorului 1i revine cota parte in corespundere cu lista

autorilor.

Recomandari practice
»  Extractele cianobacteriene (BioR, PSSzn) si glicozidele vegetale (din Linaria genistifolia si
Verbascum phlomoides) se recomanda in calitate de suplimente la mediul lioprotector
Gelatina + Glucoza pentru liofilizarea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02, in
vederea asigurdrii viabilitatii si stabilitatii culturii in procesul conservarii. Eficacitatea

acestor extracte este demonstratd de Brevetele de inventie MD 4473 (2016), MD 4474
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(2016), MD 1226 (2017), MD 1235 (2017) ,,Mediu de protectie pentru conservarea si
pastrarea indelungata a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02”.

Se recomanda utilizarea extractelor BioR si PSSz, obtinute din cianobacteria Spirulina
platensis; a glicozidelor vegetale obtinute din Linaria genistifolia si Verbascum
phlomoides in calitate de stimulatori ai productiei de biomasa si reglatori ai raportului

fractiilor lipidice produse de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02.

Sugestii privind cercetiri de perspectiva

Extinderea cercetarilor asupra altor tulpini de streptomicete din cadrul CNMN si asupra
noilor preparate naturale utilizate pentru liofilizarea lor.

Aprofundarea cunostintelor asupra mecanismelor posibile de actiune a agentilor
lioprotectori asupra celulelor vii prin utilizarea metodelor biologiei moleculare de studiu

a factorilor implicati in protectia fata de factorii de stres.
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substantelor biologic active din streptomicete. In: Conferinta Stiintifica Internationala a
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13.
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ISBN 978-5-317-05141-9.
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ADNOTARE

Birsa Maxim ,,Viabilitatea si variabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-
02 dupa liofilizare in prezenta compusilor de origine cianobacteriana si vegetala”, teza de
doctor in stiinte biologice, Chisinau, 2019.

Teza consta din 130 pagini text de baza si contine introducere, cinci capitole, concluzii
generale si recomandari, bibliografie cu 268 titluri, 51 figuri, 18 tabele si 12 anexe. Rezultatele
obtinute sunt publicate in 25 publicatii stiintifice.

Cuvintele cheie: Streptomyces canosus, liofilizare, viabilitate, lioprotectori, variabilitate,
preparate de origine cianobacteriand si vegetala, lipide.

Scopul lucrarii: evaluarea influentei preparatelor biologic active de origine
cianobacteriand si vegetala asupra viabilitatii si stabilitatii tulpinii Streptomyces canosus CNMN-
Ac-02 1n procesul liofilizarii.

Obiectivele cercetirii: 1) Evaluarea efectului lioprotector al substantelor biologic active
de origine cianobacteriand prin estimarea viabilitatii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 dupa
liofilizare; 2) Estimarea efectului lioprotector al extractelor glicozidice vegetale prin estimarea
viabilitatii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 dupa liofilizare; 3) Aprecierea actiunii preparatelor
cianobacteriene asupra caracterelor morfo-culturale ale S. canosus CNMN-Ac-02 in procesul
liofilizarii; 4) Evaluarea actiunii preparatelor vegetale asupra caracterelor morfo-culturale ale S.
canosus CNMN-Ac-02 in procesul liofilizarii; 5) Evidentierea actiunii agentilor lioprotectori
asupra productivitatii si lipidogenezei la S. canosus CNMN-Ac-02 in vederea elucidarii
raspunsului celular la actiunea factorilor de stres.

Noutatea si originalitatea stiintifica: 1) Pentru prima datd a fost demonstrata eficienta
extractelor biologic active de origine cianobacteriand si vegetalda in calitate de lioprotectori si
substante rehidratante la pastrarea de lungda duratd a S. canosus CNMN-Ac-02; 2) Au fost
elaborate si brevetate medii de protectie noi pentru liofilizarea eficientd si pastrarea durabild a
tulpinii S. canosus CNMN-ACc-02 cu utilizarea extractelor de origine cianobacteriana si vegetala;
3) In premierd a fost studiati influenta extractelor de origine cianobacteriani si vegetald ca
reglatori ai cresterii si lipidogenezei la tulpina S. canosus CNMN-Ac-02.

Rezultatul obtinut, care contribuie la solutionarea unei probleme stiintifice
importante consta in elucidarea actiunii preparatelor de origine cianobacteriand si vegetald in
calitate agenti lioprotecori pentru liofilizarea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02, ceea ce a dus la
evidentierea eficientei acestor preparate in mentinerea viabilitatii si stabilitatii streptomicetei in
procesul pastrarii in stare liofilizatd, fapt ce a permis perfectionarea metodelor de pastrare a
culturii in cadrul Colectiei Nationale de Microorganisme Nepatogene.

Semnificatia teoretica: a fost adusd o contributie importantd la fundamentarea stiintifica
calitate de protectori la liofilizarea streptomicetelor, cat si stimulatori ai productivitdtii si
lipidogenezei la tulpina Streptomyces canosus CNMN-Ac-02.

Valoarea aplicativa a lucrarii: au fost elaborate si brevetate 4 medii de protectie noi
pentru liofilizarea si pastrarea durabild a tulpinii studiate; au fost propuse medii nutritive noi
pentru sporirea potentialului biosintetic si modelarea raportului fractiilor lipidice la tulpina
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02.

Implementarea rezultatelor stiintifice: rezultatele obtinute au fost implementate in
cadrul Colectiei Nationale de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si
Biotehnologie: Actele de implementare nr. 1, 2, 5 si 6 din 03.12.2018.
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AHHOTALUSA
Boipca Makcum ,,BoizknBaeMocTh H BapHaOWIBHOCTH IITaMMa Streptomyces canosus
CNMN-ACc-02 nocsie inopuan3anuu B NPUCYTCTBUM BellleCTB IMAHOOAKTEPHATbHOMH 1
PACTHUTEIbHON NMPUPOABI”, JUCCEPTALUsI JOKTOPa OMoIornYeckux HayK, Knmmunes, 2019.

Huccepramust coctout u3 130 cTpaHuI] OCHOBHOTO TEKCTa U COACPKUT BBEJCHUE, MATH IJ1aB,
oOurre BBIBOABI M peKoMeHAauu, oudianorpaduio u3z 268 ucTouHUKOB, 51 pucyHok, 18 tabmun u 12
npuokeHuil. Pe3yiabpTaTel OTpaskeHbl B 25 HAYYHBIX MyOTUKALIUSIX.

KialoueBble  ciaoBa: Streptomyces  canosus,  nuoduIM3aNHS, BBDKHUBAEMOCTD,
JHONPOTEKTOPBI,  BAPHAOMIBHOCTH, OKCTPAKTHl  IUAHOOAKTEPUATBHOTO M PAaCTHTEIBHOTO
HPOMCXOXKICHUSI, JIUTU/IBI.

Heas  padoTbl:  OIEHKA  BIMSHASA ~ OWOJNIOTMUECKHM  aKTHBHBIX  IIPErapaTroB
MaHOOAKTEPUANbHOW W PACTUTENIFHOW NPHUPOABI HA BBDKMBAEMOCTh M CTaOWJIBHOCTH IITaMMa
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 npu nmuodummzanuu.

3angaum ucciaenopanus: 1) OneHKa JIMONPOTEKTOPHOTO ACUCTBHS OMOJIIOTUYECKN aKTHBHBIX
BEIIIECTB IMaHOOAKTEPHAIBHOTO MIPOMCXOXKACHUS ITyTeM ONpEeAEIeHUs )KU3HECIIOCOOHOCTH IITaMMa
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 nocne nuodunuzanuu; 2) OnpeneneHue JTUOMPOTEKTOPHOTO
JeMCTBUS SKCTPAKTOB PACTUTENIBHBIX INIMKO3UI0B IIyTEM OIpEeIeNIEHHs KU3HECTIOCOOHOCTH IITaMMa
S. canosus CNMN-Ac-02 nocne nmuodunuzanny; 3) OneHka AeHCTBUA NpenapaToB HUAHOOAKTEPHHA
Ha MOpQOKyIbTypasibHbIe cBokcTBa Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 npu nuodunuzanuu; 4)
OneHka JeWCTBUS pacTUTENBHBIX MpernapaToB Ha MOp(OKYJIbTypalbHbIE CBOWCTBa Streptomyces
canosus CNMN-Ac-02 npu nmuodunuzanuu; 5) M3ydeHne 1edCcTBUS JTUOMPOTEKTOPHBIX MPENapaToB
Ha MPOYKTUBHOCTH U CUHTE3 JunuaoB y Streptomyces canosus CNMN-Ac-02;

Hayunasi HoBHM3HAa W opurHHAJbHOCTH: 1) BrepBbie Obuta mokazana 3¢dekTuBHOCTH
OMOJIOTMYECKH AaKTUBHBIX IMAHOOAKTEpPHAJIbHBIX M PACTUTENbHBIX JKCTPAKTOB B KauyecTBe
JUOTIPOTEKTOPOB M PETUAPATAHTOB JUIs AnmuTeNnsHOro xpanenus Streptomyces canosus CNMN-Ac-
02; 2) Pa3paboTanbl U 3allaTeHTOBAHbI HOBBIE 3alllUTHBIE CpPeAbl AJIS YCIEHIHOW Jnoduinzaunuu u
JUINTeNBHOTO XpaHeHuss mramma Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ¢ ucnonb3oBaHueM
IMaHOOAKTEPUAIbHBIX M PACTUTEIbHBIX KCTPAKTOB; 3) BrepBble H3y4eHO BIUSHHME SKCTPAKTOB
IUaHOOAKTEPUAIBHOTO M PACTUTEIBHOTO IMPOMCXOXKIEHHs KaK PEryJsaTopoB pocTa M 00pa3oBaHUs
munuaoB mramma Streptomyces canosus CNMN-Ac-02.

[MonyyeHHBIH pe3yabTaT, CNOCOOCTBYIONIUII pelIeHUI0 BAKHOW HAy4YHOW mnpodJieme
3aKJII0YAeTCs B ONPENEICHUU JEWCTBUS MpPEnapaTroB LHMAHOOAKTEPUATIbHOTO W PACTUTEIBHOIO
NPOMCXOXIEHUsSI B KA4eCTBE JIMOMPOTEKTOPOB NpW NHopMIM3anuy mramma Streptomyces canosus
CNMN-Ac-02, uto mpuBeiao K BbISBICHHIO 3()()EKTUBHOCTH 3THX IpenapaToB B HOJEp:KaHUU
KH3HECIIOCOOHOCTH U CTAaOMIIBHOCTH CTPENTOMULETOB B Ipolecce JHOQMIN3AUN U T03BOJIHIIO
YIYYIIUTh METOAbl XpaHEHUs KyJIbTypbl B pamkax HarmonansHoit Komnekinuu HematoreHHbIX
MuxkpoopranusmoB.

Teopernyeckoe 3HaueHHMe. BHECEH 3HAUUTENbHBI BKJIAQJ B HaydyHoe OOOCHOBaHHE
BO3MOXXHOCTH HCIIOJIb30BaHHUS OMOJIOTMYECKH aKTUBHBIX BEIIECTB LHUAHOOAKTEPUAIBHOTO U
PacTUTENHFHOTO MPOUCXOXKICHHS KaK B KAYeCTBE MPOTEKTOPOB MPH JTHUODUIN3ALUHN CTPEIITOMUIIETOB,
TaK M CTUMYJISITOPOB HAKOIUICHHST OMOMACCHI M JIMMTUI000pa3oBaHus mTamma Streptomyces canosus
CNMN-Ac-02.

I[IpuknagHass HeHHOCTb PadoThI: pa3paboTaHbl M 3aMaTEHTOBAHbI 4 HOBBIE 3ALUTHHIE
cpenpl s TUO(GMIN3ALUN U JTUTEIBHOTO XPAHEHHS UCCIIEAYEMOro ITaMMa; MPEI0KEeHbl HOBBIE
NUTATENIbHBIE CPEAbl JUIA TOBBINEHUS OHMOCHHTETHYECKOTOo MOTEHIMAla W  PeryJnpOoBaHHS
COOTHOIIEHMS TUMUIHBIX Gpakuii mramma Streptomyces canosus CNMN-Ac-02.

BHeapeHne Hay4HBIX pe3yJbTATOB. TIOIy4YEHHBIE pE3yJbTaThl BHEAPEHBI B PaMKax
Hammonansaoit Komnexnum Henmarorenusix Mukpooprann3moB Mucturyta Mukpobuonorun u
buorexnonoruu: Axtel o BHeapenuu Nel, 2,5 u 6 ot 03.12.2018.
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ANNOTATION
Birsa Maxim ,,Viability and variability of Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 strain
after lyophilization in the presence of compounds of cyanobacterial and plant origin”, PhD
thesis in biological sciences, Chisinau, 2019.

The thesis consists of 130 pages of basic text and contains an introduction, five chapters,
general conclusions and recommendations, a bibliography with 268 titles, 51 figures, 18 tables
and 12 annexes. The results are reflected in 25 scientific publications.

Key words: Streptomyces canosus, lyophilization, viability, lyoprotectors, variability,
extracts of cyanobacterial and vegetal origin, lipids.

Purpose of the work: assessing the influence of biologically active preparations of
cyanobacterial and vegetal origin on the viability and stability of Streptomyces canosus CNMN-
Ac-02 strain during lyophilization process.

Objectives of the research: 1) Assessment of the lioprotective effect of biologically active
substances of cyanobacterial origin by estimating the viability of S. canosus CNMN-Ac-02 strain
after lyophilization; 2) Evaluation of the lioprotective effect of vegetal glycoside extracts by
estimating the viability of S. canosus CNMN-Ac-02 strain after lyophilization; 3) Evaluation of
the action of cyanobacterial preparations on the morpho-cultural characteristics of S. canosus
CNMN-ACc-02 during lyophilization process; 4) Evaluation of the action of vegetal preparations
on the morpho-cultural characteristics of S. canosus CNMN-Ac-02 during lyophilization
process; 5) Study of the action of lioprotectors on productivity and lipid synthesis at S. canosus
CNMN-Ac-02;

Novelty and scientific originality: 1) For the first time, the effectiveness of biologically
active extracts of cyanobacterial and vegetal origin as lioprotectors and rehydratants for the long-
term preservation of S. canosus CNMN-Ac-02 has been demonstrated; 2) New protective media
have been developed and patented for efficient lyophilization and sustainable preservation of S.
canosus CNMN-Ac-02 strain using extracts of cyanobacterial and vegetal origin; 3) For the first
time the influence of extracts of cyanobacterial and vegetal origin as regulators of growth and
ratio of lipid fractions of S. canosus CNMN-Ac-02 was studied.

The result obtained, which contributes to the solution of an important scientific
problem consists in elucidating the action of the preparations of cyanobacterial and vegetal
origin as lyoprotectors for lyophilization of S. canosus CNMN-Ac-02 strain, which led to the
highlighting of the effectiveness of these preparations in maintaining the viability and stability of
streptomycetes in the freeze-drying process, which allowed the improvement of culture
preservation methods within the National Collection of Nonpathogenic Microorganisms.

Theoretical significance: A significant contribution was made to the scientific basis of the
possibility of using biologically active preparations obtained from cyanobacteria and plants both
as protectors for lyophilization of streptomyces and stimulators of Streptomyces canosus
CNMN-ACc-02 strain biomass production and lipidogenesis.

Applicative value of the work: 4 new protection media have been developed and patented
for lyophilization and sustained storage of the studied strain; new nutrient culture media have
been proposed to enhance the biosynthetic and adjusting the ratio of lipid fractions of S. canosus
CNMN-ACc-02 strain.

Implementation of scientific results: the results obtained were implemented within the
National Collection of Nonpathogenic Microorganisms of the Institute of Microbiology and
Biotechnology: Acts of Implementation nr. 1, 2, 5 and 6 of 03.12.2018.
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