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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 cianobacteriana 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 vegetala 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 eficientad si pastrarea durabilad a
tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 cu utilizarea extractelor de origine cianobacteriana si vegetala;
3) In premierd a fost studiati influenta extractelor de origine cianobacteriana 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 cianobacterianad 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 stabilitdtii streptomicetel 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, cit 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.



AHHOTALUSA
Bripca Makcum ,,BbiknBaeMocTh 1 BapuadWILHOCTH IITamMmma Streptomyces canosus
CNMN-ACc-02 nocJie snopuan3zanuu B NPUCYyTCTBUM BElIECTB IMAHOOAKTEPHATBHOM 1
PACTHTEIbHOM NPUPOABI”, JUCCEPTALUS JOKTOPa OMoornyeckux Hayk, Kummnes, 2019.

Huccepramust coctout u3 130 cTpaHuI] OCHOBHOT'O TEKCTa U COACPKUT BBEACHUE, MATH IJ1aB,
oOurre BBIBOABI M peKoMeHAanuu, oubianorpaduio u3 268 ucTouHUKoB, 51 pucyHok, 18 tabmun u 12
npuiokeHuil. Pe3ynbratel oTpaXkeHbl B 25 HAYUHBIX MyOJTUKALIUIX.

KialoueBble  cioBa: Streptomyces  canosus,  nuoduIM3aNKS, BBDKMBAEMOCTD,
JHONPOTEKTOPBl,  BAPHAOMIBHOCTH, OKCTPAKTHl  IIUAHOOAKTEPUATBHOTO M PAaCTHTEIBHOTO
MPOMCXOXKICHUSI, JTUITU/IBI.

Heas  padoThl:  ONEHKAa  BIUSHHUA  OWMOJIOTMYECKHM  AKTHBHBIX  IIPEMapaToB
IMaHO0AKTEPUAbHOM W PACTUTENIHOW NPUPOABI HAa BBDKMBAEMOCTh M CTaOWJIBHOCTH IITaMMa
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 npu nmuodummzanuu.

3angaum ucciaenopanus: 1) OneHKa JIMONPOTEKTOPHOTO ACUCTBHS OMOJIIOTUYECKN aKTHBHBIX
BEIIECTB IMaHOOAKTEPHAIBHOTO MPOUCXOXKIAECHHUS yTeM ONpEAEIeHUs )KU3HECIIOCOOHOCTH HITaMMa
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 nocne nuodunuszanuu; 2) OnpeneneHue JTUONPOTEKTOPHOTO
JeMCTBUS SKCTPAKTOB PACTUTENBHBIX INIMKO3UI0B IIyTEM OIpEeJIEHHs KU3HECIOCOOHOCTH IITaMMa
S. canosus CNMN-Ac-02 nocne nuodunuzanuy; 3) Ouenka aeicTBUs NpenapaToB HUAHOOAKTEPHMA
Ha MOpdOKyIbTYpalbHbie cBoiicTBa Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 mpu nmodunuzanuu; 4)
OneHka AEWCTBUS pacTUTENBHBIX MpenapaToB Ha MOpQOKYIbTypalbHbIe CBOMCTBa Streptomyces
canosus CNMN-Ac-02 npu nmuodunuzanuu; 5) M3ydeHne neidcTBUS JTUOMPOTEKTOPHBIX MpPEnapaToB
Ha MPOJYKTUBHOCTB W CHHTE3 TunuaoB y Streptomyces canosus CNMN-Ac-02;

Hayuynasi HOBHM3HAa W OpUrHHAJIbHOCTBH: 1) BrepBbie Obuta mokazana 3¢dekTuBHOCTH
OMOJIOTMYECKH AaKTUBHBIX LMAHOOAKTEPHAJbHBIX M PACTUTENbHBIX HKCTPAKTOB B KauecTBe
JUOIIPOTEKTOPOB U PETUAPATAHTOB U AnuTensHoro xpanenus Streptomyces canosus CNMN-Ac-
02; 2) Pa3paboTanbl U 3allaTeHTOBAHbl HOBBIE 3allUTHBIE CPEAbl AJIS YCHEIIHOW Juo(UIN3anuu u
JUINTeNbHOTO XpaHeHuss mramma Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ¢ wucnoiab3oBaHuEM
IMaHOOAKTEPHUAIBHBIX M PACTUTEIBHBIX IKCTPAKTOB; 3) BrepBble M3ydeHO BIUSHHE SKCTPAKTOB
MaHO0AKTEPUATIEHOTO M PACTUTEIBHOTO MPOMCXOXKIEHHS KaK PErylsiTopoB pocTa M 00pa3oBaHUs
munuaoB mramma Streptomyces canosus CNMN-Ac-02.

[MonyyeHHBIH pe3yJabTaT, CNOCOOCTBYIONIMI pPElIEHUI0 BAaKHOW HAy4YHOWl mnpodJieme
3aKJIIOYAeTCsl B OINpPEICIICHUH JCHUCTBHS NpenapaToB MHAHOOAKTEPHAIBLHOIO U PACTUTEIBHOTO
NPOMCXOXIEHUs] B KA4eCTBE JIMOMPOTEKTOPOB NpU JTHodMIM3anuy mramma Streptomyces canosus
CNMN-Ac-02, uyto mpuBenO K BBISBICHHIO 3()()EKTUBHOCTH 3THX IpenapaToB B HOJJEp:KaHUU
KH3HECTIOCOOHOCTH U CTAOMIIBHOCTH CTPENTOMULETOB B Mpolecce JHOQMIN3AIUN U T03BOJIHIIO
VIYYIIUTh METObl XpaHEHUs KylbTypel B pamkax Harmonansnoit Komneknun HematoreHHbIX
MuxkpoopranusmoB.

Teopernyeckoe 3HaueHHMe. BHECEH 3HAUUTENbHBI BKJIAaJ B HayyHoe OOOCHOBaHHE
BO3MOXXHOCTH HCIIOJIb30BaHHUS OHOJIOTMYECKH AKTUBHBIX BEIIECTB LMAHOOAKTEPUAIBHOTO U
PACTUTEIBHOIO IPOUCX0XKICHUS KaK B KAUECTBE IIPOTEKTOPOB MPH JTUO(UIN3ALUN CTPENITOMULIETOB,
TaK ¥ CTUMYJISITOPOB HAKOIUICHHS OMOMACCHI M JIMMTUI000pa3oBaHms mTamma Streptomyces canosus
CNMN-Ac-02.

[IpuknagHas meHHOCTb PadoThI: pa3paboTaHbl M 3alaTEHTOBAaHbI 4 HOBBIE 3aLUTHBIC
cpenpl s TUO(GMIN3AUN U JJTUTEIBHOTO XPAHEHHS UCCIIEAYeMOro IMTaMMa; MPEUI0KEHbl HOBBIE
NUTATENIbHBIE CpPEAbl U TOBBINEHUS OHOCHHTETHYECKOTO MOTEHIHANa U  PEeryJIupOBaHUS
COOTHOIIEHUS TUMUIHBIX (pakuii mramma Streptomyces canosus CNMN-Ac-02.

BHeapeHne Hay4HBIX pe3yJbTATOB. IIOIy4YEHHBIC pPE3YyIbTaThl BHEAPEHBI B PaMKax
Hammonansuoit Komnexnmn Henarorennsix Mukpoopranm3moB Huctutyra Mukpobuonorun u
Buorexnonoruu: Aktel o BHeapenun Ne 1, 2, 5 u 6 ot 03.12.2018.



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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LISTA ABREVIERILOR

BAU — biomasa absolut uscata

DL — dupa liofilizare

Gel+GI — mediul lioprotector gelatina 2,5% + glucoza 7,5%
LG — glicozide de Linaria genistifolia L. Mill.

PL — pana la liofilizare

PSSz, — polizaharide sulfatate cu zinc

UFC — unitati formatoare de colonii

VP — glicozide de Verbascum phlomoides L.

14



INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei abordate. Pastrarea durabilda a culturilor de
microorganisme reprezintd un factor important pentru utilizarea lor atat calitate de obiect al
cercetdrilor stiintifice fundamentale, cat si in calitate de obiecte cu potential biotehnologic. In
rezultat a apdrut necesitatea fondarii institutiilor responsabile de pastrarea diversitatii
genofondului microbian, iar in Republica Moldova functiile unei astfel de institutii sunt
indeplinite de Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene din cadrul Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie [44, 69, 135, 136, 154, 158, 207, 215, 216, 219, 232, 233, 260].

Astfel, cercetdrile din ultimii ani, ca raspuns la necesitatea asigurarii industriei
biotehnologice cu tulpini viabile de microorganisme cu parametri biotehnologici stabili, sunt
orientate spre elaborarea si implementarea unor metode eficiente de conservare si pastrare a
tulpinilor active. Problema pastrarii microorgansimelor 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 [131].

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 considerata a fi o metoda optimala pentru cele
mai diverse grupuri de microorganisme [42]. Pe parcurusul liofilizarii, microorganismele sunt
expuse la o serie de factori stresanti (temperaturi joase si uscare in vid), care duc la moartea
celulelor. O alta cauza a pieirii microorganismelor este stresul oxidativ, in rezultatul caruia se
formeaza speciile reactive de oxigen, care au un efect negativ asupra celulelor [93, 111, 261].

Astfel, optimizarea parametrilor de liofilizare si selectarea mediilor de protectie si
regenerare eficiente ocupd un loc important in procesul mentinerii durabile a colectiilor de
microorganisme [87, 215]. O gama larga de substante de diferita origine, Cu proprietati
antioxidante (acid ascorbic, ascorbatperoxidaza) si crioprotectoare (mono-, di-, oligo- si
polizaharide, glutamat de natriu, tiosulfat de natriu, aminoacizi ca prolin si pepton, glicerina,
xantan, maltodextrin, manitol, polivinilpirolidon, etilenglicol) sunt testate in procesul de
conservare a microorganismelor cu scopul evidentierii actiunii protectoare si stabilizatoare
asupra populatiilor [32, 134, 156, 199, 259].

Indicii de baza pentru aprecierea eficacitatii metodelor aplicate rezida in mentinerea
viabilitatii si stabilitatii celulelor microbiene. In aceastid ordine de idei, un interes deosebit
prezintd perfectionarea metodelor de pastrare a actinobacteriilor, care se caracterizeaza prin

instabilitate genetica 1nalta, in comparatie cu alte microorganisme [46, 54, 119, 265, 267].
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Actinobacteria (actinomicetele sau bacteriile filamentoase) reprezintd un grup
exceptional de microorganisme, ce combind particularitatile moleculare, chimice si fiziologice
ale procariotelor cu caracterele morfologice ale ciupercilor eucariote. Descompunatori ai
substantelor organice, fixatori de azot, ce se intdlnesc preponderent in sol, actinomicetele produc
o gama larga de substante bioactive cu actiune antibiotica, antifungald, 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 [72, 95, 97, 184, 185, 198,
212]. In pofida faptului, cd existd numeroase cercetari orientate spre optimizarea procesului de
cultivare si pastrare a streptomicetelor, ramane a fi actuala problema stimularii 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, 12,
65, 76, 109, 182].

In procesul de studiere a streptomicetelor, cercetitorii au identificat urmatoarele
particularitati: eterogenitatea naturala a populatiilor de streptomicete favorizeaza modificarea
caracteristicilor fiziologice si biochimice 1n procesul liofilizérii, fapt ce se exprimd prin
reducerea activitatii biosintetice a tulpinilor [22, 230, 265].

O alta concluzie a numeroaselor cercetari este ca, in vederea selectarii corecte a metodei
de conservare si a mediilor de protectie eficiente, este nevoie de o abordare individuald, care ar
asigura rezultate maximale pentru fiecare tulpina microbiana in parte [87, 111, 250, 265].

Astfel, pornind de la faptul, ca elaborarea metodelor eficiente de conservare a culturilor
de microorganisme de interes biotehnologic ramane 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 [211, 213].

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:

v Evaluarea efectului lioprotector al substantelor biologic active de origine

cianobacteriand prin estimarea viabilitatii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 dupa liofilizare;

v Estimarea efectului lioprotector al extractelor glicozidice vegetale prin estimarea

viabilitatii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 dupa liofilizare;
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v’ Aprecierea actiunii preparatelor cianobacteriene asupra caracterelor morfo-culturale
ale S. canosus CNMN-Ac-02 in procesul liofilizarii;

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

v Evidentierea actiunii agentilor lioprotectori asupra productivitatii si raportului
fractiilor lipidice la S. canosus CNMN-Ac-02 in 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 cercetiirii stiintifice. In conformitate cu scopul si obiectivele trasate, in
vederea demonstrarii ipotezei 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 activitatii 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.

Sumarul capitolelor tezei:

Capitolul 1. ,,STREPTOMICETELE - OBIECTE BIOTEHNOLOGICE
IMPORTANTE, CONSERVAREA SI PASTRAREA LOR” include analiza realizirilor
stiintifice in domeniul studiului streptomicetelor — un grup abil si divers de microorganisme, care
pe parcursul ciclului sau vital produc un spectru larg de substante biologic active, utilizate in
diverse ramuri: farmaceuticd, cosmetologie, agriculturd si industria alimentard. Conform
rezultatelor numeroaselor studii, de rand cu locul de lider printre produciatorii de antibiotice,
aceste microorganisme prezinta avantaje importante pentru cresterea si protectia plantelor, prin
contributia lor la combaterea bolilor, activitatea antimicrobiana si antifungala, abilitatea de a

produce compusi volatili si capacitatea de a spori biomasa vegetala. Acest grup de
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microorganisme prezintd interes si pentru zootehnie in calitate de supliment in ratia alimentard a
animalelor, fapt raportat de numerosi autori.

O atentie deosebita in acest capitol (a doaua parte) este acordatda metodelor de pastrare a
microorganismelor, in particular a streptomicetelor. Dupa o trecere in revistd 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, depozitatd 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 in procesul de liofilizare a microorganismelor si
mecanismului actiunii 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, cercetarile
savantilor sunt orientate spre evidentierea componentei optimale a mediilor de liofilizare pentru
protejarea maximala a celulelor supuse stresului termic si hidric. Este evaluatd utilizarea
urmatoarelor grupe de substantele crioprotectoare: sulfoxizii, alcoolii si derivatii acestora, mono-
si polizaharidele, aminoacizii, peptidele, proteinele si glicoproteinele.

In baza acestui studiu bibliografic amplu, este argumentati necesitatea si importanta
cianobacteriana 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.

Capitolul 2. ,,OBIECTUL DE STUDIU SI METODELE APLICATE iN
CERCETARE” contine argumentarea si descrierea obiectelor de studiu si a metodelor de
cercetare.

In studiu a fost utilizata tulpina Streptomyces canosus (Krasilinikov, 1970), depozitati 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, in dependenta de etapele si scopul experientelor efectuate, au fost utilizate
urmatoarele medii nutritive: mediul Dulaney (pentru obtinerea inoculului), mediul M-I (pentru
acumularea biomasei), mediul Czapek (pentru determinarea caracterelor morfologice), mediul cu
ovaz (pentru pastrarea indelungata pe medii solide).

In calitate de agenti de lioprotectie au fost utilizate extracte glicozidice vegetale, obtinute

in cadrul Laboratorului Bioreglatori Naturali al Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie a
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Plantelor: glicozide iridoidice extrase din planta Linaria genistifolia L. Mill (partea aeriand) si
flavonoide 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 cu urmatoarea componenta: gelatina — 2,5%, glucoza — 7,5%, selectat in urma
unui screening al mediilor uzuale.

Pentru realizarea cercetarilor au fost utilizate metode de determinare cantitativd a
germenilor viabili (metoda calculului logaritmic) si a biomasei de streptomicete (metoda
gravimetricd), 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 statistici a
rezultatelor obtinute (cu aplicarea instrumentelor statisticii descriptive: calculul mediilor
aritmetice, abaterilor standart, coeficientului de variatie si statisticii inferentiale: testele de

valabilitate si testele de semnificatie.

Capitolul 3. »INFLUENTA PREPARATELOR DE ORIGINE
CIANOBACTERIANA SI VEGETALA ASUPRA VIABILITATII TULPINII Streptomyces
canosus CNMN-Ac-02 iN PROCESUL LIOFILIZARII” reflecti rezultatele cercetarilor de
evidentiere a actiunii preparatelor de origine cianobacteriand si vegetald asupra viabilitatii
culturii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02, la utilizarea lor in componenta mediilor de
liofilizare si reactivare a tulpinii. Preparatele BioR si PSSz, precum si glicozidele vegetale au
fost utilizate in calitate de agenti de lioprotectie in componenta mediului de liofilizare, cat si in
calitate de solutii de rehidratare a culturii dupa liofilizare. Viabilitatea culturii a fost evaluata
indatd dupa liofilizare si dupa 1 an de pastrare a tulpinii in conditii de colectie.

In rezultatul cercetarilor s-a constatat, ca utilizarea extractelor cianobacteriene si vegetale
in calitate de agenti lioprotectori, asigurd o ratd de supravietuire sporitd a tulpinii Streptomyces
canosus CNMN-Ac-02 in procesul liofilizarii, precum si o actiune stimulatoare a extractelor

naturale asupra germinarii sporilor streptomicetei, care se aflau in stare de latenta.
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In cadrul acestor cercetdri au fost determinate concentratiile optime ale preparatelor
testate, precum si concentratile minime cu efect pozitiv. In ce priveste preparatele
cianobacteriene, efectul maxim a fost asigurat de concentratiile de 0,1% BioR si 30% PSSz,.

Glicozidele vegetale obtinute din Linaria genistifolia si Verbascum phlomoides au
manifestat o actiune lioprotectoare mai pronuntatd comparativ cu extractele de origine
cianobacteriand. Cel mai bun efect lioprotector al extractelor vegetale a fost inregistrat la
suplimentarea mediului lioprotector gelatina 2,5% + glucoza 7,5% cu iridoide din Linaria
genistifolia in concentratie de 0,0005%.

Utilizarea extractelor cianobacteriene si vegetale in calitate de solutii de reactivare a
culturii dupa pastrare in stare liofilizata a stimulat nesemnificativ viabilitatea tulpinii S. canosus

CNMN-Ac-02, in comparatie cu apa distilata.

Capitolul 4. ,INFLUENTA PREPARATELOR BIOLOGIC ACTIVE DE
ORIGINE CIANOBACTERIANA SI VEGETALA ASUPRA CARACTERELOR
MORFO-CULTURALE ALE TULPINII Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 iN
PROCESUL LIOFILIZARII” incude analiza caracterelor morfo-culturale la tulpina S. canosus
CNMN-ACc-02 pana si dupa liofilizare si pastrare timp de 1 an in prezenta substantelor de origine
cianobacteriand si vegetala. Pornind de la premiza, ca existd o dependenta intre tipul morfologic
al coloniei si activitatea sa, a fost studiatd evolutia coloniilor tipice ale tulpinii S. canosus
CNMN-Ac-02 sub influenta preparatelor de origine cianobacteriand si glicozidelor vegetale,
utilizate in mediile de suspendare a sporilor streptomicetei inainte de liofilizare si in mediile de
reactivare a culturii dupa pastrare in stare liofilizata.

Examenul coloniilor a fost realizat dupa 7-10 zile de dezvoltare a culturii pe medii solide,
prin aprecierea urmadtoarelor caracteristici: marimea, forma, profilul, marginea, culoarea
miceliului aerian si a miceliului de substrat. La fel a fost luatd in considerare si capacitatea
culturilor de streptomicete de a elibera in mediu a pigmentilor solubili, asociata cu adaptarea
tulpinii la factorii de stres.

In urma cercetarilor efectuate la acest capitol s-a constatat ca, extractele cianobacteriene
(BioR si PSSz, si glicozidele vegetale (iridoide si flavonoide), utilizate in calitate de
lioprotectori in componenta mediului Gel+Gl, la liofilizarea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 au
asigurat o stabilitate morfologica a culturii, caracterizata de pastrarea caracterelor fenotipice
dupa 1 an de conservare a tulpinii. Dintre caracterele morfo-culturale studiate, cea mai scazuta
variabilitate a manifestat-o culoarea miceliului aerian, forma, profilul si marginea coloniilor; o

variabilitate relativa a fost inregistrata in ce priveste culoarea miceliului de substrat. Caracterul
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de formare a pigmentului solubil de culoare roz-pal, aparut in urma suspendarii culturii in mediul
lioprotector suplimementat cu extracte glicozidice vegetale, ceea ce indica capacitatea de
adaptare a tulpinii studiate la factorii de stres si creare a conditiilor de germinare a sporilor dupa

liofilizare.

Capitolul 5. ,ACTIUNEA PREPARATELOR ASUPRA PRODUCTIVITATII SI
SINTEZEI LIPIDELOR LA Streptomyces canosus CNMN-Ac-02” vine sa completeze, sa
argumenteze si sa explice rezultatele cercetdrilor efectuate in capitolele precedente, in vederea
alegerii unor metode specifice de conservare a tulpinilor de streptomicete din Colectia Nationala
de Microorganisme Nepatogene.

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, a fost studiata actiunea preparatelor naturale utilizate in procesul liofilizarii asupra
productivitatii i componentei calitative si cantitative a lipidelor la cultura in studiu.

Studiul actiunii preparatelor de origine cianobacteriand si vegetala asupra cresterii,
dezvoltarii si activitatii biosintetice a tulpinii de streptomicete S. canosus CNMN-Ac-02 a permis
evidentierea unui efect pozitiv al preparatelor testate asupra procesului de acumulare a biomasei
la cultivarea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 pe mediul complex lichid M-I. Extractele naturale
studiate au influentat si compozitia fractionara a lipidelor la streptomicete, mai cu seama raportul
fractiilor de baza. Extractele de origine cianobacteriana au stimulat producerea de fosfolipide, pe
cand extractele de origine vegetala (glicozide din Linaria genistifolia si Verbascum phlomoides)
au sporit esential cantitatea de sterine produse de tulpina S. canosus CNMN-Ac-02 pe mediul
complex lichid M-I.

Aceste rezultate indica asupra faptului ca actiunea protectoare a preparatele
cianobacteriene se explica prin efectul lor stimulator asupra componentelor fosfolipidice a
membranelor celulare, pe cand extracetele glicozidice vegetale determina o reorganizare a
structurii membranei celulare, deci si o pregatire mai bund pentru conditiile de stres.
Reorganizarea structurii membranei celulare in prezenta glicozidelor vegetale explica si
viabilitatea sporita a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 in procesul liofilizarii, precum si

capacitatea culturii de a produce pigmenti solubili in prezenta acestor preparate.
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Compartimentul CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI prezintd concis
concluziile generale, ce reflectd analiza rezultatelor obtinute, exprima valoarea practica a lucrarii
prin recomanddrile inaintate si schiteazd tematica unor cercetdri ulterioare, care vor asigura

continuarea logica a cercetarilor expuse in prezenta teza de doctorat.
BIBLIOGRAFIA include cele 268 surse citate in teza.
Compartimentul ANEXE contine copiile titlurilor de brevet de inventie si ale actelor de

implementare a lor, copiile diplomelor de insotire a medaliilor, obtinute la saloanele

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

1.1. Substante biologic active sintetizate de streptomicete

Actinobacteriile, datorita ciclului vital unic pentru procariote, precum si abilitatii lor de a
produce cel mai mare numar de metaboliti secundari, prezintd un important interes stiintific si
practic. De aceea cercetarile fundamentale ale acestui grup deosebit de microorganisme au fost
intotdeauna printre preocuparile majore ale specialistilor din domeniu [155, 168, 212, 214, 226].

Actinobacteriile sunt microorganisme filamentoase, procariote, Gram-pozitive, care
formeza miceliu ramificat cu diametrul hifelor 0,4-1,5 mkm. Diametrul celulelor are dimensiuni
de 1a 0,5 pana la 2,0 mkm. Se reproduc prin fisiune, spori sau conidii. Actinobacteriile se refera
la bacterii cu un grad inalt de variabilitate. Dupa gradul de variabilitate, acestea pot fi comparate
cu cianobacteriile, mixobacteriile si bacteriile filamentoase, iar dintre bacteriile Gram-pozitive,
pot fi comparate numai cu bacteriile care se inmultesc prin spori [11, 212, 218].

Cel mai reprezentativ grup de actinobacterii face parte din ordinul Actinomycetales, genul
Streptomyces si reprezintd microorganisme unicale, fiind unul din cele mai raspandite genuri, ce
imbind caracteristicile procariotelor si eucariotelor [194]. Acest gen cuprinde specii foarte
variabile din punct de vedere morfologic, fiziologic, biochimic, al rolului lor in procesele
naturale si al utilizarii practice. Studii detaliate ale acestora se efectueaza conform urmatoarelor
directii: taxonomie, fiziologie, variabilitate, structura, biotehnologie, etc. [107].

Streptomicetele pe parcursul ciclului sau vital produc un spectru larg de substante
biologic active, care se utilizeaza in diverse ramuri: farmaceuticd, cosmetologie, agriculturd si
industria alimentara. Interes major prezinta: vitaminele, antibioticele, aminoacizii, enzimele,
hormonii, lipidele, etc. [16, 22, 130, 137, 150, 161].

Streptomicetele se afla mereu in vizorul savantilor, deoarece sunt o sursa inepuizabild de
antibiotice. Actualmente peste 75,0 % din antibioticele cunoscute sunt produse de streptomicete,
iar lista lor continua sa fie completata prin identificarea noilor compusi produsi de tulpini noi.

Studii recente s-au soldat cu identificarea noilor antibiotice: belomicina, doxorubicina si
mitomicina C [71]. Bleomicina este un amestec de antibiotice glicopeptidice (bleomicina A2 cu
formula chimica CssHggN17021S3 si bleomicina B2 cu formula chimica CssHggN29O21S2) cu
proprietati citotoxice, obtinute din Streptomyces verticillus. Bleomicina induce scindarea ADN-
ului sub influenta oxigenului, metalelor si ionilor. Bleomicina leaga ADN-ul, in timp ce Fe (II) si

radicalii hidroxil sunt eliberati sub influenta oxigenului molecular, provocand in consecintd
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deteriorarea lui si oxidarea Fe (II). Substanta este utilizata in tratamentul carcinomului scuamos,
a bolii Hodgkin, a limfomului non-Hodgkin, carcinomului testicular, cancerului ovarian si a
efuzelor pleurale maligne [71].

Doxorubicina este un antibiotic antraciclinic cu activitate antitumorald, obtinut initial din
Streptomyces peucetius var. caesius. Este o moleculd amfifila care contine doud parti: aglicon
insolubil in apd (adriamicinond: C1Hi30g) si grup functional amino-zaharat (daunosamina:
CeH13NO3). Doxorubicina actioneaza asupra acizilor nucleici ai celulelor in dividere, prin
intermediul a doua mecanisme principale: (i) intercalarea perechilor de baze ale lanturilor ADN
si inhibarea sintezei ADN si ARN in celulele cu crestere rapidd prin blocarea proceselor de
replicare si transcriere; si (ii) generarea de radicali liberi mediatd de fier, provocand leziuni
oxidative la membranele celulare, proteine si ADN. Doxorubicina este unul din cele mai frecvent
utilizate medicamente in chimioterapie. In prezent, aceasti substanta este recomandati in cazul
leucemiei limfoblastice acute, leucemiei mieloblastice acute, a tumorii lui Wilms,
neuroblastomului, sarcoamelor osoase si a tesuturilor moi, carcinomului mamar, carcinomului
ovarian, carcinomului tiroidian, carcinomului gastric, bolii Hodgkin, limfomului malign si
carcinomului bronhogenic, in care tipul histologic celular cu celule mici este cel mai receptiv in
comparatie cu alte tipuri de celule. Preet si colab. a demonstrat ca combinarea doxorubicinei cu
nisina poate imbunatati eficienta tratamentului cancerului de piele [71].

Mitomicina C (Cy5H18N4Os) a fost izolata dintr-o tulpind de actinomicete Streptomyces
caespitosus. Acest agent antitumoral inhiba sinteza ADN prin alchilarea ADN-ului, care are ca
rezultat reticularea lanturilor de ADN dublu elicoidal. Mitomicina C este utilizata in tratamentul
cancerului mamar, pancreatic, colorectal si anal, a stomacului, a capului si gatului, plamanilor,
colului uterin, vezicii urinare, carcinomului hepatic [71]. Circa cincizeci de antibiotice de origine
streptomiceta si-au gasit aplicatii practice in medicina, veterinarie si agricultura [51].

Streptomicetele, acest grup abil si divers de microorganisme, prezintd avantaje
importante pentru cresterea si protectia plantelor, prin contributia lor la combaterea bolilor,
activitatea antimicrobiana si antifungald, abilitatea de a produce compusi volatili si capacitatea
de a spori biomasa vegetala.

Aceste microorganisme de rizosfera contribuie la ameliorarea plantelor utilizdnd diverse
mecanisme [59, 106, 151]. Actiunea poate fi directd, sporind accesibilitatea nutrientilor prin
mobilizarea fosfatilor, fixarea azotului, absorbtia ferului, ceea ce permite plantelor sa colonizeze
soluri sarace in substante nutritive [23, 81]. Un alt mecanism utilizat de streptomicete pentru a
stimula cresterea plantelor este producerea de fitohormoni sau enzime si alti compusi ce

modifica reteaua hormonala a plantelor [138].
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Paralel cu acestea, streptomicetele sunt foarte eficiente in controlul biologic, prin
producerea de substantelor antimicrobiene eficiente in combaterea microorganismelor
fitopatogene. Indirect, streptomicetele si metabolitii lor pot activa sistemul de rezistentd indusa a
plantelor contra bolilor si infectiilor [162]. La fel, pot veni in ajutorul plantelor in conditii de
stres salin si secetd, sau pot fi folosite in calitatea de fertilizanti si pesticide alternative [49, 106].

Specificul streptomicetelor o reprezinta si capacitatea de a sintetiza substante antifungice,
care inhibd cresterea si dezvoltarea micromicetelor. Utilizarea acestui potential permite
solutionarea unor astfel de probleme ca bolile provocate de fungi la om, animale si culturile

agricole. [172, 184, 208, 255].

A
Fig. 1.1. Activitatea antifungica a Streptomyces canosus fata de Alternaria alternata (A) si

Aspergillus niger (B)

In ciuda faptului ca multe taine ale strategiilor de colonizare si interactiunii dintre aceste
microorganisme si plante raman a fi descoperite, streptomicetele au devenit cele mai importante
rizobacterii utilizate in agricultura [152].

Rolul important atribuit streptomicetelor in evolutia solului si colonizarea terenurilor de
citre plantele verzi, se datoreazi ciclului vital complex si capacititii de a produce spori. In acest
habitat, sporii de Streptomyces rezistenti la deshidratare sunt de obicei abundenti, dand nastere
unor filamente de ramificatie hifale in conditii adecvate. Prin acestd adaptare, ele contribuie la
asimilarea de nutrienti de catre ciuperci, plante si alte organisme, in urma descompunerii
ramasitelor organice cu ajutorul exoenzimelor hidrolitice. La cultivare timp de citeva zile in

conditii de laborator aseméandtoare cu cele naturale, streptomicetele formeaza un miceliu de
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substrat dens, din care apar ramuri aeriene, formand eventual lanturi de spori. Cresterea aeriena
se realizeaza in detrimentul biomasei miceliene a substratului, care suferd o lizd extensiva si
reutilizare pentru a alimenta faza de reproducere. Cateva miligrame (greutatea umeda) a
miceliului de substrat al coloniei sunt astfel transformate in zeci de milioane de spori. Productia
de antibiotice si alti metaboliti secundari este in mare parte asociata cu aceasta faza de dezvoltare
[35].

Alt aspect, care provoaca interes sporit fatd de reprezentantii genului Streptomyces este
capacitatea lor de a sintetiza fitohormoni, care stimuleaza cresterea si dezvoltarea plantelor
agricole, sporind productivitatea lor. In acest context, cercetitorii din tara noastra au realizat
experimente cu asa culturi agricole ca rosiile, soia, sfecla de zahar, tutunul, porumbul, etc.
Metabolitii tulpinilor S. levoris CNMN-Ac-01, S. canosus CNMN-Ac-02, si S. massasporeus
CNMN-Ac-06, au influentat diferit, In dependentd de varietatea taxonomicd a tulpinii si
concentratia utilizata. Influentd pozitiva a fost nregistratd in majorarea numarului de seminte
germinate, stimularea cresterii radacinilor si lastarilor plantulei, sporirea recoltei obtinute
Remarcabil este faptul, ca produsele obtinute in baza streptomicetelor sunt naturale, ecologice si
sigure pentru consum. [15, 27, 34].

Informatiile disponibile privind prezenta genului Streptomyces in regiunea radacinilor
diferitelor specii de plante ar trebui comparate cu prudentd din cauza setdrilor, metodelor,
primerelor, instrumentelor analitice si bazelor de date de referintd divergente. De exemplu,
combinatiile primare de gene pentru ARN 16S deja influenteaza puternic diversitatea bacteriana
detectata. Cu toate acestea actinobacteriile, in general, au fost frecvent descoperite a fi una dintre
cele cinci filumuri bacteriene dominante in sol, constituind peste o zecime din totalul microbiotei
solului. In sol plantele au un efect selectiv asupra compozitiei comunititilor microbiene din
rizosferd si din endosfera. Desi geochimia solului s-a dovedit a fi principalul motor al diversitatii
microbiene, componenta comunitatii microbiene din rizosfera si endosfera mai multor specii de
plante model si de plante recoltate, cum ar fi Arabidopsis thaliana si porumb (Zea mays), difera
foarte mult de diversitatea gisita in probele de sol lipsite de vegetatie. In aceste si alte sisteme de
plante, cum ar fi plopul (Populus sp.), vita de vie (Vitis vinifera), orezul (Oryza sativa), graul
(Triticum aestivum), ovazul (Avena aestivum), mazarea (Pisum sativum), o parte importanta a
comunitatilor microbiale in ambele compartimente rizosferice si endosferice ale radacinilor
plantelor este preluata de actinobacterii, desi abundenta acestora variaza foarte mult intre specii.
In plus, endosfera radicinii este semnificativ mai bogata in actinobacterii pentru mai multe din
aceste specii de plante decat solul fara vegetatie si compartimentul rizosferic, ceea ce indica

faptul cd aceste organisme au dezvoltat mecanisme adecvate pentru a coloniza si locui in
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endosfera. O comunitate microbiand experimentald comparativa in Arabidopsis si vita de vie
intre frunze si radacini a aratat ca actinobacteriile din endosfra organelor supraterane din
Arabidopsis este de 2 ori mai putin abundenta, in timp ce acestea au fost complet absente in
frunzele de vita de vie. [152]

In domeniul zootehniei producitorii tot mai des opteazi pentru utilizarea preparatelor
ecologice, naturale care sporesc cresterea si dezvoltarea animalelor si pasarilor. Insa problema
majord este deficitul in astfel de preparate. Solutionarea acestei probleme constd in utilizarea
biomasei si produsilor metabolici de origine microbiand. Eficienta preparatelor obtinute in baza
tulpinilor de streptomicete, izolate din solurile Moldovei, a fost demonstrata in rezultatul unor
experiente vaste. S-a constatat, ca introducerea in dieta porcinelor a preparatelor biologic active
din tulpinile de streptomicete S. canosus CNMN-Ac-02 si S. massasporeus CNMN-Ac-06
pastrate in CNMN, contribuie la majorarea greutitii corporale cu 10-15 %. In timp ce la vulpi,
preparatele in baza exometabolitilor de streptomicete - «EM-02» si «kEM-06», sporeau zilnic
masa corporald a animalelor cu 37,0 si 33,0 g. Cresterea si greutatea puilor broiler, care au primit
in ratia furajera preparatul «BM-06», a constituit 16,8 % comparativ cu lotul martor. Biomasa si
metabolitii tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 de asemenea au un efect pozitiv asupra
cresterii si dezvoltarii pasarilor. Remarcabil este faptul, ca metabolitii streptomicetelor nu
provoaca tulburari fiziologice in organismul animalelor [174, 188].

O parte componentd importantd a streptomicetelor sunt lipidele. Clasa data de substante
este indispensabila pentru organismele vii, reprezintd fundamentul tuturor celulelor si
indeplineste diverse functii. Lipidele sunt componente cheie ale membranei plasmatice si ale
altor compartimente celulare asa ca: membrana nucleara, reticulul endoplasmatic, aparatul Golgi,
endosomii si lizozomii. Compozitia lipidica a diferitor organele, tipuri de celule si tesuturi
variaza substantial, sugerand cd pentru diverse functii sunt necesare lipide cu compozitie chimica
diferita [74]. Celulele vii produc numerosi compusi lipidici si folosesc sute de proteine pentru a
le sintetiza, metaboliza si transporta. Complexitatea si diversitatea lipidelor se apropie de cea a
proteinelor, insd mecanismul functionarii acestora este slab studiat, desi aceste substante sunt
indispensabile in numeroasele procese biologice la care participa [91].

Proprietatile fizico-chimice ale lipidelor au un rol esential, deoarece de ele depinde modul
lor de interactiune cu alti compusi lipidici si proteici. Lipidele sunt mult mai mici decat
proteinele si prin urmare, o mare parte din suprafata lor participa la formarea diferitor structuri in
calitate de compusi de legaturd. Aceste procese stau la baza stabilitatii structurilor celulare si

determina relevanta compusilor lipidici [91].
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Deoarece costurile de obtinere a lipidelor din surse traditionale sunt Tnalte, tot mai des se
apeleaza la lipide de origine microbiand, care pot fi utilizate in diverse domenii ale medicinii,
agriculturii si industriei alimentare. Continutul lor in biomasa microorganismelor poate ajunge
pana la 20,0-80,0% [96].

In zootehnie o mare importanta au lipidele de origine actinobacteriana (streptomicetd), in
special, fractiile fiziologic importante pentru organismele vii — fosfolipidele si sterinele [86, 148,
182]. Suplinirea ratiei alimentare cu acizi grasi polinesaturati direct influenteaza starea de
sanatate a organismelor vii [10]. Acizii ®-3 si ®-6 au rol important nu numai ca componente
structurale ale fosfolipidelor membranare, dar si ca precursori ai eicosanoidelor, esentiale pentru
cresterea si dezvoltarea mamiferele [142]. Compusii mentionati, prin diverse mecanisme
contribuie la dezvoltarea diferitor organe la animale [10].

Sterinele sunt componente importante ale membranei celulare si precursori pentru sinteza
vitaminelor si a hormonilor steroizi la mamifere, care prin intermediul sterol 24-C-
metiltransferazei participa la sinteza compusilor indispensabili pentru cresterea si majorarea
masei corporale a animalelor [159].

Deoarece utilizarea preparatelor lipidice de origine microbiand in diferite domenii este
permanent in crestere, apare necesitatea in obtinerea a unor cantitdti mai mari de biomasa cu
continut inalt de lipide. O modalitate eficientd de a stimula productivitatea si capacitatile
biosintetice ale microorganismelor, in special ale streptomicetelor, este optimizarea conditiilor
de cultivare si componentei mediilor nutritive. De reguld, in componenta acestor medii sunt
incluse diverse surse de crabon, azot si complex de saruri minerale [182, 187].

Astfel, o serie de experiente cu privire la influenta substantelor de origine cianobacteriana
asupra cresterii si dezvoltarii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 au fost realizate de catre D-na
profesor Burteva S. (2002). Utilizarea extractelor din Porfiridium cruentum in calitate de
supliment la mediul de cultivare a avut un efect stimulator asupra acumularii biomasei tulpinii
studiate. Astfel, acest extract in concentratie de 0,1-30,0 mg/l a majorat cantitatea de BAU cu
4,78-17,5% si sinteza fosfolipidelor cu cca. 32,0%. De asemenea au fost utilizate si extracte din
Nostoc linckia, care in concentratie de 1,0 mg/l, a majorat cu 24,1%, comparativ cu proba
martor, cantitatea de biomasa a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 [182, 187].

Cercetarile D-nei doctor Codreanu S. (1995), cu privire la cultivarea bacteriilor
propionice pe medii suplimentate cu extracte din Dunaliella salina si N. linckia in scopul
stimularii cresterii, sintezei ciancobalaminei si porfirinelor, au rezultat in majorarea cantitatii de
porfirine obtinute a crescut cu 113,3-123,7 % si respectiv 203,9-245,5 % comparativ cu proba
martor [45].
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Cercetdtorii au demonstrat eficienta utilizarii biomasei din spirulina pentru cultivarea
bacteriilor lactice si majorarea productivitatii de biomasa a acestora. Astfel, suplinirea mediului
nutritiv cu biomasa uscata de Spirulina platensis in concentratic de 1 mg, 5 mg si 10 mg/ml
contribuie la cresterea si dezvoltarea bacteriilor lactice Lactobacillus acidophilus, cantitatea de
biomasa constituind 171,67-185,84 % mai mare fata de martor [12].

O directie noud de perspectiva in cultivarea microorganismelor este utilizarea in calitate
de suplimente la mediile nutritive glicozidelor din plante. Literatura disponibila in acest domeniu
este foarte putind, insd este cunoscut faptul ca glicozidele poseda o activitate biologica inalta si
usor pot fi asimilate de catre microorganisme [67].

Astfel, luand in consideratie cele expuse, interes deosebit prezintd studiul influentei
extractelor de origine cianobacteriana si glicozidelor din plante 1n stimularea productivitatii de
biomasa si proprietatilor biosintetice a tulpinilor de streptomicete din CNMN ce prezintd interes

stiintific si practic.

1.2. Metode de pastrare a microorganismelor si eficienta lor

Conservarea microorganismelor de interes stiintific si practic prin diferite metode este un
compartiment important al microbiologiei clasice. In prezent conform surselor literare, nu sunt
clare si pe deplin elucidate mecanismele care influenteaza intrarea si iesirea microorganismelor
din starea de anabioza. Cu toate cd conservarea microorganismelor este studiatd cca. 80 de ani, in
prezent, totusi nu existd reguli si recomandari universale pentru pastrarea potentialului
biosintetic, fiziologo-biochimic si a viabilitatii tulpinilor de interes biotehnologic si stiintific
[250].

Actualmente sunt cunoscute diverse metode de conservare a microorganismelor, precum
s1 numeroase modificari ale acestora, Insd fiecare dintre acestea are avantajele si dezavantajele
sale. Cel mai des aplicate in cadrul colectiilor de microorganisme sunt: reinsdmantarea periodica,
pastrarea sub strat de ulei mineral, in stare uscata; crioconservarea si liofilizare [250].

Metoda eficientd de conservare a microorganismelor este selectata in functie de varietatea
taxonomica a acestora [209, 250].

Reinsamdngarea periodica. Aceasta metodd a fost una dintre primele metode de pastrare
indelungata a microorganismelor in conditii de laborator si este incd utilizatd pe scard largd in
practica studiilor microbiologice. De reguld, prin aceastd metoda, sunt pastrate microorganisme

aerobe, care sunt transferate pe suprafata unui mediu nutritiv specific ce contine 0,2-0,3% agar
[132, 241, 250].
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Frecventa transferului microorganismelor pe un mediu proaspat difera si, In mare masura,
depinde de proprietatile acestora. Majoritatea microorganismelor pot fi reinsamantate o data la 1-
3 luni, inclusiv streptomicetele, desi unele, cum ar fi lactobacilii, au nevoie de transfer mai
frecvent. Stocarea culturilor in frigider la t°=4-6°C permite reducerea numarului de
reansamantari [132, 241, 250].

Pastrarea si mentinerea culturilor de microorganisme prin reinsdmantari regulate are un
numar mare de dezavantaje esentiale. Unul din cele mai principale este probabilitatea inaltd a
pierderii unor particularititi morfo-fiziologice importante. In plus, transferul frecvent, deseori
reduce activitatea biosintetica a culturilor, creste riscul de infectare cu microflora exogena. Prin
reinsamantari frecvente, in special pe medii lichide, creste semnificativ probabilitatea aparitiei
mutatiilor genetice spontane si, in final, aceastd metodd prevede un volum de lucru enorm si
consum semnificativ de medii nutritive costisitoare [132, 241, 250].

Unul din putinele avantaje ale metodei consta in disponibilitatea permanenta a stocurilor
de culturi proaspat insamantate, gata pentru cercetari.

Un exemplu elocvent al ineficientei pastrarii actinobacteriilor prin refnsamantare
periodicd poate servi un studiu recent al cercetatorilor azeri. Acestea au studiat supravietuirea a
15 tulpini de actinobacterii din colectia Departamentului de Microbiologie al Universitatii de
Stat din Baku, dupa conservare prin reinsaméntare periodici pe mediu nutritiv agarizat. In timpul
depozitarii prin metoda datd, timp de 10 luni, actinobacteriile au mentinut o crestere rapida (in
decurs de 3-5 zile), desi unele dintre ele au prezentat o diminuare a dimensiunii celulelor. Dupa
10 luni de pastrare, viabilitatea tulpinilor constituia 70,0-86,0%, in scadere cu 14,0-30,0% [116].
Alt exemplu a demonstrat, ca tulpina Streptomyces ambofaciens a pierdut aproximativ 20,0% din
activitate initiala de sinteza a spiromicinei dupa 4 insamantari periodice [119].

Conservarea sub strat de ulei mineral — este aplicata pentru pastrarea microorganismelor
in colectii si In conditii de laborator. Metoda datd se caracterizeaza prin simplitatea sa, nu
necesitd utilaj special si asigura o viabilitate indelungata a microorganismelor. Astfel, sunt
pastrate caracteristicile utile ale tulpinilor care prezinta interes [250].

Prima data uleiul de vazelina a fost aplicat de Lumiere si Chevrotier (1914) pentru
pastrarea gonococilor. Principiul metodei consta in cultivarea tulpinii pe mediul nutritiv specific
si plasarea sub un strat de ulei mineral steril. Stratul de ulei (0,5 — 1,0 cm) nu permite
patrunderea oxigenului ce asigura reducerea vitezei metabolismului microorganismelor, riscului
formarii speciilor reactive de O, si protejeaza suprafata mediului de uscare [250].

Microorganismele sunt cultivate in tuburi pe medii agarizate inclinate (sub un unghi de

~45°) cu un volum de 5-6 ml. Importanta esentiala are momentul plasarii culturilor sub ulei, care
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la microorganismele sporogene si asporogene diferad. Cele asporogene se plaseaza sub ulei
inainte de a Incepe faza stationard de crestere, iar cele sporogene — 1n perioada de sporulare
[250].

Pentru conservare se utilizeaza ulei de vazelina pur, sterilizat in autoclav timp de 60 min.
la presiunea 1*10* Pa. Dupi sterilizare acesta este incilzit in dulapul de uscare (tmax=150°C;
=120 min.) sau se mentine timp de 2-3 zile la temperatura camerei pentru inlaturarea apei
remanente. Pentru a proteja mediul de deshidratare stratul de ulei trebuie sa depaseasca cu cel
putin 1 cm marginea superioara a mediului agarizat. Microorganismele sunt pastrate in frigider
(5°C) sau la temperatura camerei in Intuneric. Pentru reinsdmantare uleiul este inlaturat,
deoarece acesta inhiba cresterea microorganismelor [250].

Perioada de reinsamantare a diferitor specii de microorganisme difera.

Majoritatea speciilor de drojdii sunt reinsamantate o data in an. Micromicetele sunt
reinsamantate la fiecare doi—trei ani [145].

Caracterele morfo-culturale si proprietdtile fiziologo-biochimice ale microorganismelor
pastrate timp Indelungat sub ulei mineral practic nu se modifica, insd uneori pastrarea sub ulei
cauzeaza Incetinirea succesiunii fazelor de crestere a microorganismelor (de 1,5 — 2,0 ori in
comparatie cu reinsamantarile periodice) si scade viteza utilizarii substantelor din mediul nutritiv
[57].

Ca si alte metode de conservare, pastrarea sub ulei mineral are avantajele si dezavantajele
sale. Din avantaje putem mentiona: asigurarea pastrarii indelungate si stabilitatii majoritatii
microorganismelor; micsorarea numadrului de reinsdmantdri necesare si implicit a cantitatii
mediilor nutritive utilizate [132].

La dezavantaje pot fi atribuite: riscul inflamarii uleiului, necesitatea de mai mult timp si
detergenti pentru spalarea veselei si ustensililor de ulei, riscul inalt de deshidratare a mediului
nutritiv si de contaminare cu flora exogend, in cazul stocarii (pastrarii neconforme) [132].

Pastrare in forma uscatd — cea mai simpla metoda de pastrare a microorganismelor.
Majoritatea microorganismelor usor suportd procesul natural de uscare (in sol, nisip, lut) si pe
diverse produse alimentare. In timpul uscarii are loc dehidratarea celulei microbiene. in stare
normala celulele contin pana la 80,0 — 90,0% de apa din masa totald. In timpul uscarii celulele
pierd apa libera si cresterea microorganismelor se stopeaza cand continutul de apa ajunge la 10,0
— 12,0%. Dehidratarea pana la nivelul de 2,0 — 5,0% (celula pastreaza doar apa legatd) duce la

stoparea activitatii metabolice si inhibarea reactiilor biochimice [250].
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Rezistenta microorganismelor la uscare depinde de mai multi factori: varietatea lor
taxonomicd; compozitia mediilor nutritive; conditiile de cultivare; metoda de uscare; cantitatea
de umeditate remanenta; conditiile de pastrare si reactivare [3].

Procesul de uscare este mai usor suportat de microorganismele sporogene. Capacitatea de
sporulare a aparut la anumite specii de microorganisme pe parcursul evolutiei, ca raspuns la
factorii nefavorabili ai mediului, deoarece sporii microorganismelor sunt rezistenti la diferite
conditii de stres [3]. Sporii actinobacteriilor sunt de reguld conservati si pastrati in sol steril uscat
sau pe medii agarizate uscate [209].

Compozitia mediului, raportul intre azot si carbon, conditiile de aerare, pH-ul mediului
influenteaza mult rezistenta microorganismelor la deshidratare. In laboratoare, de reguld, este
aplicatd metoda de uscare a microorganismelor sporogene prin aerare pe diversi adsorbenti:
fosfati insolubili, carbonat de calciu, amidon, cristale de zaharoza, etc. Se considera ca,
adsorbentii protejeaza microorganismele de suprauscare, leagd apa liberda si mentin un anumit
nivel de umeditate. In industrie pe larg sunt folosite metodele de uscare de contact (pe
adsorbenti) si convexa (in aer uscat) [177, 250].

Metoda de wuscare datoritda simplitatii sale este pe larg utilizatd la pastrarea
microorganismelor in laborator. Microorganismele uscate pot fi usor pastrate si transportate.
Unul din neajunsurile acestei metode este riscul, ca uneori tulpinile conservate din anumit motiv
nu pot fi reactivate [88, 227].

Crioconservarea. Incepand cu anii "60 ai secolului XX, pentru pastrarea indelungati a
microorganismelor sunt utilizate metode de conservare ca crioconservare. Astfel, aceste cercetari
sunt abordate de o stiinta relativ noud ,,Criobiologie” [47, 203].

Pentru conservarea si pastrare la temperaturi joase a culturilor microbiene, acestea sunt
plasate in suspensii vdscoase (medii crioprotectoare), care protejeaza celulele de leziuni. In
conditii de laborator, In calitate de crioagenti sunt folosite urmatoarele amestecuri: gheatd/NaCl
in proportie de 3:1, cu temperatura de -21°C; gheata/CaCl, in proportie de 2:1, cu temperatura de
-56°C; CO; solid cu temperatura de -78°C. Conservarea microorganismelor are loc in vase
Dewar, care sunt pastrate in congelator la temperatura de -12...-80°C [64].

In ultimii ani pentru conservarea microorganismelor in colectii mari sunt utilizate
congelatoare cu azot: aflat in faza gazoasa (-130 sau -170°C) sau lichida (-196°C). Aceste
congelatoare au un volum de la 10 pani la 35 1. In azot lichid sunt pistrate microorganismele
care nu suportad procesul de liofilizare, asa ca bacteriile autotrofe sau unii virusi. De asemenea in
azot lichid bine se pastreaza culturile starter: bacteriile acidolactice, drojdiile si actinobacteriile,

care prezinta interes biotehnologic si se utilizeaza in industria alimentara [120].
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Pastrarea viabilitatii microorganismelor in procesul de congelare si decongelare depinde
de varictatea taxonomica a microorganismelor, varsta si densitatea populatiei, conditiile de
cultivare, natura crioprotectorului, viteza de congelare / decongelare, etc. Specificul
microorganismelor 1n cazul dat consta in faptul ca tulpinile unui gen se deosebesc prin toleranta
diferitd fatd de temperaturile joase. Microorganismele Gram pozitive sunt mai rezistente fatd de
congelare, decat cele Gram negative [250].

Pentru conservare microorganismele sunt cultivate in conditii optime pana la inceputul
fazei stationare. Microorganismele in faza exponentiald de crestere sunt mai sensibile la socul
termic, decat in faza stationara. Sporii sunt mai rezistenti la congelare decat celulele vegetative
[209].

Microorganismele, cultivate pe medii sintetice, sunt mai sensibile fata de diferite stresuri,
decat cele cultivate pe medii naturale bogate in substante nutritive. Astfel, prin modificarea
compozitiei mediilor de cultivare e posibil de orientat procesele biosintetice din celuld spre
sinteza substantelor de rezerva — glicogen, lipide si peptide, care le protejeaza de leziuni in
timpul congeldrii / decongelarii [223, 224].

Deoarece apa in calitate de mediu protector este relativ letala pentru microorganisme, in
calitate de crioprotectori sunt utilizate substante micromoleculare (glicerind 10 — 20%,
dimetilsulfoxid 7 — 10%, zaharoza 10 — 20%) si macromoleculare (proteine, polivinilpirolidon
10%). Sporii sau celulele vegetative se plaseaza in mediul crioprotector pana la concentratia de
108 — 10% celule/ml. Este cunoscut faptul ca, cu cat este mai mare concentratia
microorganismelor in mediu, cu atit ele sunt mai rezistente la actiunea diferitor factori
nefavorabili [209].

Crioprotectorii, dupa mecanismul de protectie sunt divizati in doud grupe: substante care
sunt absorbite de celule — penetrante (glicerind, dimetilsulfoxid) si nepenetrante (de exemplu
polivinilpirolidon) [144].

Mecanismul de crioprotectie a acestor substante nu este pana la sfarsit studiat. Se
cunoaste, cd prezenta crioprotectorilor micsoreazd concentratia electrolitilor, reduce presiunea
osmoticd, modifica structura apei aflate in afara celulelor, stabilizeazd membrana celulara si
permiabilitatea lor [153].

Viabilitatea microorganismelor congelate in mare masura depinde de viteza de congelare
a probelor. De regula, congelarea se efectueaza in 2 etape: congelarea lenta (viteza de racire 1°C/
1 min.) pana la -30°C; urmata de congelarea bruscd de la 15-30°C/min. pana la -150°C. Probele

sunt pastrate in azot lichid la temperatura de -196°C. Decongelarea probelor trebuie sa decurga
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rapid, pentru evitarea leziunilor celulare, care pot fi produse In urma recristalizarii. De obicei
obiectul este decongelat la temperaturile +30 si +45°C [209].

Avantajele crioconservarii microorganismelor constau in: micsorarea probabilitatii de
infectare a probelor; stabilitatea proprietatilor morfo-culturale si productivitatii tulpinilor;
cheltuieli reduse de timp si materiale necesare; probele decongelate, fard reinsamantari
intermediare pot fi utilizate pentru prepararea inoculumului [250].

Dezavantajele metodei constau in: necesitatea de echipament special si controlul
permanent al functiondrii acestuia; respectarea conditiilor de securitate in etansarea probelor
pentru evitarea exploziei fiolelor de sticld; costul Tnalt al gazelor inerte, in special al azotului
[250].

Liofilizarea. In ultimile decenii aceastd metoda este tot mai des utilizatd in institutiile care
sunt specializate Tn conservarea si pastrarea microorganismelor. Ea constd in uscarea in vid a
celulelor microbiene aflate in stare congelata, prin evitarea fazei lichide (analogica cu procesul
de sublimare) [87, 127, 133, 250].

Pentru prima data aceasta metoda a fost aplicatd de Altman 1n anul 1890, in cercetarile
histologice. Liofilizarea microorganismelor a fost aplicati de Hammer in anii 1909-1914. In
primele experiente de liofilizare in calitate de lioprotectori au fost utilizate apa distilata, solutia
fiziologica, bulionul de carne si laptele. Alegerea corectd a unui rehidratant eficient are un
caracter empiric [209]. In prezent liofilizarea este pe larg utilizati in colectii pentru conservarea
si pastrarea indelungatd a bacteriilor, actinobacteriilor, fungilor, levurilor, algelor, virusilor,
vaccinurilor si plasmei sangvine. De exemplu, reprezentantii bacteriilor saprofite sunt pastrati in
Colectia Catedrei de Microbiologie (Universitatea de Stat din Moscova) mai mult de 25 de ani
[111, 157, 217, 265].

Procesul de liofilizare poate fi divizat in doua faze:

1. Probele congelate in fiole sunt plasate pe rafturile camerei in care are loc
liofilizarea. Congelarea se efectueaza in utilaj special. In cazul congelarii lente, creste riscul
aparitiei cristalelor mari de gheata, care afecteazd grav membranele celulare si diminueaza
semnificativ viabilitatea microorganismelor. Congelarea rapida duce la aparitia numerosilor pori
in probe la finele procesului de sublimare, care fac dificild desfasurarea procesului de difuzie a
aburilor de apa prin stratul produsului care deja a fost dehidratat.

2. Evaporarea ghetii are loc in vid, in camera de liofilizare. Aburii formati sunt

eliminati in condensator, unde intrdnd in contact cu spirala acestuia se transforma in gheata [37,

133].
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Pe parcursul liofilizdrii, microorganismele sunt supuse diferitor factori de stres:
temperaturi si presiuni joase, deshidratare, rehidratare, etc., care provoaca leziuni celulare [111].

In baza mai multor cercetiri s-a constatat, ca viabilitatea microorganismelor depinde de:
varietatea taxonomica a culturii, faza de crestere, concentratia celulelor in mediu protector,
compozitia acestor medii, regimul de liofilizare, conditiile de pastrare (temperatura, iluminare,
durata), conditiile de reactivare (compozitia mediului de rehidratare, temperatura) [133].

Ulterior s-a stabilit, ca proprietdti lioprotectoare pronuntate poseda substantele cu o
compozitie complexa: serul sanguin, proteinele, gelatina, laptele, bulionul de carne, dextrinele,
amidonul, polietilenglicolul, polivinilpirolidonul, peptona [64].

Efect protector poseda si substantele simple: glucoza, zaharoza, galactoza, glutamatul de
sodiu, etc. De regula, pentru liofilizarea microorganismelor sunt folosite medii complexe: 1,0%
gelatind + 10,0% zaharoza; lapte degresat + 7,0% glucoza; 75,0% ser de cal + 7,5% glucoza;
2,0% dextrina + 0,5% clorura de amoniu + 0,5% tiocarbamid + 0,5% acid ascorbic; ser de vitel +
5,0% mezoinozitol; 10,0% lapte praf + 1,0% glutamat monosodic [64, 143, 191].

Exista mai multe ipoteze care explicd mecanismul de actiune a mediilor lioprotectoare:

v mediul lioprotector contine substante care pastreaza umiditatea remanenta la un
anumit nivel; cantitatea minimala de electrolifi serveste ca matrice de protectic pe care este
uscata celula;

v mecanismul de protectie este legat de factorii fizico-chimici. Compusii cu masa
moleculard mica (zaharoza), patrund in celuld, egaldnd presiunea osmoticd cu cea extracelulara,
astfel eliminand pericolul leziunii peretelui celular pe parcursul uscarii. Compusii cu masa
moleculard mare nu patrund in celuld, dar formeaza o presiune osmotica in afara celulei,
efectudnd o actiune asupra invelisului celular, ca acesta sa se aseze mai dens fata de plasma;

v dupa o alta ipoteza proprietatile lioprotectoare a unor compusi sunt strans legate
de structura chimica a acestora (proprietatea de a forma legaturi cu componentele celulare): de
exemplu la acidul glutamic si argininda — cu grupa NHo, iar la zaharuri si polialcooli — cu grupele
OH. Se presupune ca solutiile lioprotectoare stabilizeaza structurile celulare in special,
membrana acesteia [87].

Pentru liofilizarea microorganismelor din diferite grupe taxonomice sunt utilizate diverse
regimuri. De exemplu, suspensia de fungi (10° — 10" celule/ml) in mediul protector (lapte +
5,0% lactoza + 5,0% zaharoza) se congeleaza la -20, -24°C, si se liofilizeaza la temperatura
sublimatorului de +20...+26°C, refrigeratorului -45...-60°C, in vacuum la 0,11 — 0,07 mm/Hg.
Timpul de congelare — uscare este de 5-6 h, uscare — 2 h. Fiolele sunt sigilate in vacuum si sunt
pastrate la intuneric la 4°C [64, 111, 209].
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Celulele liofilizate se pastreaza mai bine in vid sau gaz inert (argon, neon, heliu, kripton),
decat in aer. Oxigenul are efect negativ, corelat cu formarea radicalilor liberi si lezarea
membranei celulare. Culturile liofilizate de regula se pastreaza in frigider la temperatura de 4-
6°C, deoarece pastrarea la temperatura de 18-37°C, duce la micsorarea esentialda a numarului de
celule vii [133].

Cantitatea de apa rdmasa in probele liofilizate influenteazd viabilitatea celulelor dupa
liofilizare si pe durata pastrarii. Cantitatea de apd remanentd variaza intre 2,0-6,0%, in
dependentd de: mediul lioprotector utilizat, particularitatile morfologice si fiziologice ale
tulpinii, conditiile de pastrare. Uscarea probelor pana la nivelul de 0,5-1,5% apa este letal pentru
microorganisme [209].

Lumina de asemenea influenteaza negativ asupra viabilitatii celulelor, de aceea probele
sunt pastrate la intuneric [209].

Un rol decesiv pentru viabilitatea tulpinii liofilizate 11 are procesul de rehidratare a
celulelor, cu alte cuvinte reactivarea din stare de anabioza. Conditiile care diminueaza stresul si
socul osmotic, majoreaza numarul de celule viabile. Aceste conditii optime, de regula, pot fi
obtinute prin utilizarea in calitate de mediu de rehidratare a apei distilate sau de robinet. De
asemenea in calitate de rehidratanti, pot fi utilizate: bulionul de carne, peptona, solutiile de acizi
organici sau diverse medii nutritive. In unele colectii, bacteriile sunt rehidratate in bulion de
carne timp de 10 min., fungii in apa de robinet timp de 15 — 20 min., pentru streptomicete este
preferabila utilizarea solutiilor apoase de saruri [38, 87, 229].

Celulele care au suferit leziuni in procesul de congelare-uscare si pastrare se deosebesc
prin sensibilitate inalta fatd de mediile de reactivare si isi restabilesc mai usor structura pe medii
specifice [209].

De reguld, in procesul de liofilizare, este lezat peretele sau membrana celulara si ARN-ul.
Celulele liofilizate au lag faza de crestere mai indelungata, insa aceasta revine la normal dupa 2-
3 pasaje sau daca mediul de cultivare a fost suplinit cu peptide sau aminoacizi [209].

De regula, la tulpinile de microorganisme pastrate timp indelungat in stare liofilizata sau
prin alte metode este verificatd viabilitatea si stabilitatea proprietatilor valoroase, in special a
productivitatii de biomasa, proprietatilor antimicrobiene, activitatii biosintetice, etc. [110, 119].

Rezultatele mai multor cercetari au demonstrat, ca liofilizarea este o metoda sigura de
pastrare a viabilitatii microorganismelor si a proprietatilor valoroase pe o perioada indelungata.
De exemplu, la Catedra de Microbiologie a Universitatii de Stat a Moscovei, dupa pastrare timp
de 20 — 25 de ani, speciile genului Actinomyces si-au pastrat la nivel nalt viabilitatea si

proprietatile morfo-culturale. Actinobacteriile liofilizate — producenti ai streptomicinei,
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clortetraciclinei si oxitetraciclinei, nu au inregistrat scadere a activitatii antibiotice timp de 3 — 4
ani [265]. Conform datelor altor savanti rusi, atdt microorganismele eucariote, cat si cele
procariote si-au pastrat viabilitatea si peste 50 de ani de pastrare, desi titrul a scazut cu 2 — 3
ordine, cantitatea de celule viabile a fost suficientd pentru restabilirea tulpinilor [231].

Savantii romani Coman si Radvan, efectuand studiul pastrarii calitatilor biotehnologice
ale tulpinilor de streptomicete Streptomyces sp. P7-72, Streptomyces sp. P11-118, Streptomyces
sp. P12-137, de asemenca au recomandat liofilizarca ca metoda eficientd de pastrare a
actinobacteriilor, insa au constatat, ca actinobacteriile sunt destul de sensibile, fata de acest
proces, iar compozitia mediului de protectie trebuie selectata pentru fiecare tulpina aparte [46].

Experiente legate de pastrarea actinobacteriilor au fost efectuate si de alti autori [140,
195, 244, 266].

Astfel, comparand diverse metode de conservare si influenta acestora asupra tulpinilor
microbiene, putem constata, ca liofilizarea este cea mai eficientd metoda de conservare datorita
careia pot fi pastrate calitatile biotehnologice.

Viabilitatea inalta si stabilitatea activitatii biosintetice sunt parametrii de baza care sunt
monitorizati pe durata conservarii si pastrarii indelungate a tulpinilor de microorganisme de
interes biotehnologic [119, 208, 222].

Astfel, in CNMN, pe durata a 3 — 5 ani a fost monitorizata viabilitatea, productia de
biomasa si activitatea antimicrobianad a tulpinilor de streptomicete pastrate prin transfer periodic,
sub ulei mineral si stare liofilizata [27].

In rezultat s-a stabilit ci, tulpina S. levoris CNMN-Ac-01 avea o capacitate de acumulare
a biomasei diferitd, in functie de metoda de pastrare. Astfel, la tulpina pdstratd prin transfer
periodic productivitatea de biomasa a scdzut cu 23,6%, la cea pastratd sub ulei mineral — cu
15,6%, iar la cea pastrata in stare liofilizata nu s-a modificat [27].

Activitatea antimicrobiana s-a schimbat in felul urmator: in urma pastrarii tulpinii sub
ulei mineral si prin transfer periodic, a scazut esential activitatea fata de tulpina Clavibacter
michiganensis, iar in urma pastrarii prin toate 3 metode, activitatea fatd de Erwinia carotovora,
Aspergillus niger si Alternaria alternata a scazut cu 10,0 — 19,0% [27].

La tulpina S. canosus CNMN-Ac-02 si variantele ei obtinute prin actiunea razelor y si
UV, pastrate in forma liofilizatd, activitatea antimicrobiand a scazut nesemnificativ fata C.
michiganensis, A. tumefaciens si A. niger cu doar 6,7 — 7,75% [183].

Liofilizarea este o metoda eficienta de obtinere a preparatelor concentrate de
microorganisme, astfel volume mici pot contine un numadr Inalt de celule viabile. Dupa reactivare

microorganismele 151 manifesta rapid activitatea, ceea ce permite economisirea timpului si altor
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surse pretioase in cadrul procesului industrial. Pe 1angd acest fapt culturile liofilizate nu sunt
supuse riscului de variabilitate a populatiei si aparitiei mutatiilor spontane, care se pot manifesta
la culturile pastrate prin reinsamantari sau sub ulei. Astfel se evita inlocuirea fenotipului
dominant cu altul, care dispune de alte proprietati si activitate productiva mai scazuta [268].

Microorganismele variaza foarte mult in capacitatea lor de a supravietui pe parcursul
liofilizarii. In general, bacteriile Gram-pozitive prezinti o rati mai mare de supravietuire decat
bacteriile Gram-negative. De asemenea, se cunoaste ca, sporii sunt mult mai rezistenti decat
celulele vegetative, la diferite forme de stres, inclusiv liofilizare [87].

Atunci cand un spor géaseste conditii favorabile de temperaturd, nutrienti si umiditate, se
formeaza tubul germinativ si se dezvolta hifele. Urmeaza hifele aeriene si un sir de procese ale
ciclului celular. Celulele sporogene pot contine 50 sau mai multe copii ale cromozomului,
ordinea, pozitia si segregarea cromozomilor in timpul sporularii este liniard, care implica cel
putin doua sisteme (ParAB si FtsK), care conduc la diferentierea si separea celulelor apicale in
lanturi de spori. Mai multe gene importante pentru procesul de sporulare a hifelor aeriene au fost
raportate in S. coelicolor, de exemplu, genele ca whiA, whiB si whiD. Explicatia pentru prezenta
sporiilor in Streptomyces rezida probabil in faptul, ca aceste fragmente miceliale au aparut sub
presiune selectiva, ceea ce ar putea implica necesitatea de a supravietui independent de alte
organisme sau in medii extreme.

Capacitatea sporilor de a supravietui in aceste medii ostile ar trebui sa fie in legatura
directd cu eliminarea pigmentilor si aromei specifice pentru unele specii, care stimuleaza
dezvoltarea celulelor si productia de metaboliti secundari. Un alt punct important este varful
hifelor, considerat a fi cea mai importanta regiune in care proteinele si lipidele membranare pot
fi secretate, in special in zona apicala a cresterii. La unele streptomicete metabolismul secundar
si diferentierea pot fi corelate. Din punct de vedere filogenetic, streptomicetele fac parte din
actinobacterii, un grup de microorganisme Gram-pozitivi al caror material genetic (ADN) este
bogat in GC (70%) comparativ cu alte bacterii, cum ar fi Escherichia coli (50%). Importanta
deosebita a streptomicetelor se datoreaza partial faptului ca acestea se numara printre cele mai
numeroase si mai versatile microorganisme din sol, avand in vedere rata mare de productie a
metabolitului si procesele de biotransformare, capacitatea lor de a degrada lignoceluloza si
chitina si rolul lor fundamental in ciclurile biologice ale materiei organice [113].

Streptomicetele sunt Gram-pozitive si se inmultesc prin spori, ceea ce si vorbeste in
favoarea depozitarii lor in stare liofilizata [201]. Pentru congelarea bacteriilor sunt necesare

medii de protectie care contin zaharuri $i compusi proteici [1, 68].
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Astfel, consultand sursele literare si comparand diverse metode de pastrare si actiunea
acestora asupra culturilor microbiene de interes biotehnologic, putem concluziona ca liofilizarea
este cea mai optima si acceptabild metoda pentru conservarea si pastrarea microorganismelor si
proprietatilor lor biotehnologice.

Odata cu cresterea importantei metodei de liofilizare a evoluat si aparatajul destinat
acetui proces. Primele tipuri de utilaje folosite pentru liofilizare au fost sublimatoarele TG 50
Hochvakuumtechnik Dresden (RDG) si Frigera LZ 45, KS 30 (Republica Cehoslovaca). Aceste
sublimatoare au fost folosite pe parcursul a 35 de ani si posedau o serie de neajunsuri ca
incomoditatea in folosire si timpul indelungat de desfasurare a procesului. Un moment pozitiv al
aparatelor moderne este ca datorita dimensiunilor mici si a usurintei in exploatare, liofilizatorul
poate fi usor amplasat in laborator [166, 234].

Liofilizatoarele FreeZone Freeze Dry Systems de marca LABCONCO, sunt destinate
pentru efectuarea cercetarilor in domeniul liofilizarii in incinta laboratoarelor si intreprinderilor
industriale. Liofilizatorul FreeZone Plus 12 Liter Cascade Console Freeze Dry System, acest tip
de liofilizator poate fi folosit in institutiile stiintifice pentru cercetari de pastrare a materialelor
biologice (utilajul dat a fost utilizat in cadrul cercetarilor prezente).

Liofilizatoarele de acest tip sunt inzestrate cu interface electronic si accesorii necesari ca
procesul de liofilizare sa fie usor monitorizat si s fie desfasurat calitativ. In camera de liofilizare
temperatura poate ajunge pana la -50°C, iar volumul variaza 1 — 18 litri.

Sistemul de condensare in dependentd de marca poate avea un volum de 2.5, 4.5, 6 si 12
litri, iar temperatura poate ajunge pand la -84°C. Aceastd temperatura este idealda pentru
liofilizarea substantelor care contin substantele de acitonitril.

Datorita sistemul de condensare cu un volum de 4.5 |, si cu o temperatura de la -105°C,

poate fi folosit pentru liofilizarea substantelor diluate cu continut de metanol sau etanol [56].

1.3. Medii protectoare si de rehidratare pentru liofilizarea microorganismelor si
mecanismul actiunii acestora

Microorganismele pe durata ciclului vital, de regula, sunt supuse diferitor factori de stres.
Stresul reprezinta orice schimbare a conditiilor mediului inconjurator, care duce la scaderea
vitezei de crestere sau a viabilitatii microorganismelor, ce poate duce la modificari esentiale in
genom sau proteom. La factori stresanti pot fi atribuiti parametrii sub- sau supraoptimali ai
mediului: temperatura, presiunea, pH-ul, iluminarea, compozitia chimica, activitatea apei, etc. Se
cunoaste faptul, ca celulele care se regdsesc in faza stationara sau se afla in stare de anabioza,

sunt mai rezistente fatd de factorii stresanti. Temperaturile joase spre deosebire de pH-ul si
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salinitatea nonoptimald nu provoaca denaturarea proteinelor, insd pot induce diferite mutatii in
genom. Pe parcursul stresului hipotermic are loc stabilizarea structurii secundare a acizilor
nucleici, fapt ce duce la stoparea transcriptiei si translatiei genelor si inhibitia replicarii ADN-
ului. De asemenea sub influenta stresului hipotermic are loc scaderea activitatii enzimelor,
lichiditatii membranelor, ce impiedica transportul substantelor in celuld. Pe langa cele
enumerate, in celuld si la suprafata acesteia se formeaza cristale de gheatd care pot leza
organitele celulare si duce la pieirea celulei. Cu toate acestea, mecanismul de raspuns al celulei
fata de factorii stresanti nu este pe deplin cunoscut [7, 141, 196].

Pentru supravietuirea 1n conditii nefavorabile ale mediului inconjuritor,
microorganismele activeaza un set de mecanisme de protectie. Metabolitii extracelulari,
sintetizati de microorganisme, care regleaza activitatea acestora se numesc autoregulatori. Din
numeroasele functii ale metabolitilor autoregulatori, cele care asigurd adaptarea organismului la
conditii fizico-chimice nefavorabile ale mediului inconjurdtor sunt putin studiate. O serie de
microorganisme posedd capacitatea de a sintetiza substante de protectie (alchiloxibenzoli).
Aceste substante stabilizeaza structura proteinelor, posedd efect membranotropic si efect
antioxidant [67, 245]. Sub influenta factorilor stresanti are loc sinteza si altor substante
protectoare ca: terpenelor, poliolilor, betainei si a unor aminoacizi. Pe langd acesta un rol
important le revine lipidelor localizate Tn membrana celulard. Este cunoscut cd in conditii de
hipotermie are loc stimularea lipidogenezei pentru asigurarea supravietuirii tulpinilor de
microorganisme, se modifica compozitia fosfolipidelor, sterinelor si acizilor grasi. De exemplu,
la micromicete sub influenta stresului hipotermic cantitatea de acid linolenic creste de 7-11 ori.
Pe langd aceasta se atestd si o crestere a cantitdtii de trigliceride. Autorii considera, ca sub
actiunea factorilor stresanti scaderea temperaturii contribuie la lipidogeneza pentru asigurarea
supravietuirii tulpinii. Astfel, este cunoscut, cd in conditii de hipodermie are loc stimularea
lipidogenezei pentru asigurarea supravietuirii tulpinilor de microorganisme. Se modifica
compozitia fosfolipidelor, sterinelor si acizilor grasi [60, 224].

Natura substantelor lioprotectoare este foarte variatd. Ca agenti protectori pot fi utilizati:
aminoacizi (prolina, peptona); alcoolii (glicerol, adonitol, manitol, etilenglicol); saruri
(glutamatul de sodiu, tiosulfatul de sodiu); zaharuri (zaharoza, glucoza, lactoza, trehaloza,
maltodextrin, polizaharide, xantan); substante antioxidante (acid ascorbic, ascorbatperoxidaza);
polimeri (dextran, polietilenglicolul, polivinilpirolidon); substante complexe (lapte degresat,
serul, betaina, adrenalina, must de malt, heteroauxine). Substantele protectoare dupa mecanismul
de actiune pot fi divizate in 2 clase: 1) formatori de sticla amorfa (vitrificatori) si 2) substante
eutectice cristalizante [115, 200, 237, 242].
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Formatori de sticla amorfa sunt carbohidratii, proteinele si polimerii. Acestea sunt lichide
suprasaturate si instabile din punct de vedere termodinamic. Aceste substante exercitd un grad
inalt de protectie pe parcursul liofilizarii. Formarea structurii sticloase prevede o viscozitate
suficientd pentru imobilizarea moleculelor la maximum. Aceste substante au capacitatea de a
lega metabolitii celulari care in concentratii mari influenteaza negativ membrana plasmatica pe
parcursul pastrarii [57, 64].

Microorganismele pe durata conservarii si pastrarii indelungate deasemenea sunt supuse
influentei diferitor factori de stres. Dintre acestea pot fi evidentiati: temperatura joasa,
modificarea presiunii; deshidratarea si rehidratarea [165, 202]. De asemenea, au loc schimbari
ale complexului enzimatic dupa liofilizare [58, 70].

Numerosi factori influenteaza asupra eficacitatii liofilizarii microorganismelor: varietatea
taxonomicd a microorganismului, faza de dezvoltare, mediul si conditiile de cultivare,
compozitia mediului lioprotector si titrul celulelor celule in el, temperatura si durata de pastrare,
conditiile si mediul de rehidratare. insa unul din cei mai importanti factori este compozitia
mediului protector. Desi, au fost efectuate diferite tentative de liofilizare a microoranismelor
(forme vegetative si spori) fard medii lioprotectoare, totusi a fost stabilit, ca rata viabilitatii este
cu mult mai naltd cu aplicarea acestora. Descoperirea faptului, ca in prezenta glicerolului sau
dimetilsulfoxidului viabilitatea microorganismelor conservate este mult mai inalta, a marcat
inceputul unei etape noi in criobiologie [88, 92, 129].

Datorita capacitdtii substantelor eutectice de a lega apa liberd, se evitd formarea
cristalelor de gheata care pot leza celulele microbiene [77, 199, 259].

Substantele lioprotective pot fi clasificate dupa mai multe criterii, dar cel mai raspandit
este divizarea substantelor dupa masd moleculara. O altd clasificare este gruparea substantelor
dupa capacitatea de a penetra membrana celulard (30 min.), cum ar fi: metanolul, etanolul,
etilenglicolul,  propilenglicolul, dimetilformamidul, metilacetamidul, dimetilsulfoxidul,
glicerolul. Compusii nepenetranti sunt: mono-, di-, oligo-, polizaharidele, manitolul, sorbitolul,
dextranul, amidonul hidroxietilic, celuloza metilicd, albumina, gelatina, alte proteine,
polivinilpirolidonul, polietilenglicolul, oxidul de polietilen si alcool polivinilic, care asigura
protectia extracelulard in concentratie de 10,0 — 40,0%. Permeabilitatea unora dintre aceste
solutii, de exemplu glicerolului, depinde in mare masura de temperatura si structura membranei
celulare. Mai mult ca atat, unele substante lioprotectoare au capacitatea sa penetreze doar
peretele celular si nu membrana citoplasmatica [64, 87, 209]. Din acest punct de vedere pot fi

evidentiate trei categorii de lioprotectori:
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1. capabili sd penetreze atat peretele celular, cat si membrana citoplasmatica
(dimetilsulfoxidul, glicerolul);

2. capabili sa penetreze numai peretele celular (mono- si dizaharidele, aminoacizii,
polimerii cu masa moleculara mica, polietilenglicolul-1000);

3. care nu sunt capabili sa penetreze nici peretele celular si asigurd protectia extracelulara
(polimeri cu masda moleculara mare, asa ca proteinele, polizaharidele, oxidul de polietilen,
polietilenglicolul-6000, dextranul, amidonul hidroxietilic, polivinilpirolidona) [64, 98].

Dupa cum a fost mentionat, substantele crioprotectante pot fi impartite in 5 grupe mari:
sulfoxizii; alcoolii si derivatii acestora; zaharidele si polizaharidele; aminoacizii si acizi
carbonici; peptidele, proteinele si glicoproteinele [64].

In continuare este prezentata descrierea grupelor.

Sulfoxizii sunt tioeteri oxidati care contin un atom de oxigen per molecula si sunt solubili
in apa (grupul S-O in molecula de sulfoxid este chimic inert) [64].

Cea mai utilizata substanta din acest grup este dimetilsulfoxidul, care este un lioprotector
universal. Initial a fost utilizat in calitate de lioprotector pentru conservarea eritrocitelor si a
spermatozoizilor. Dimetilsulfoxidul se utilizeaza la crioconservarea virusilor, bacteriilor,
micoplasmelor, chlamidiilor, cianobacteriilor, fungilor, levurilor si protozoarelor [64].

In literatura de specialitate sunt disponibile date cu privire la influenta pozitivi a
dimetilsulfoxidul capacitatii biosintetice a microorganismelor. Tulpinile de streptomicete
cultivate in prezenta concentratiilor mici de dimetilsulfoxid (3,0%) prezinta modificari calitative
si cantitative semnificative in producerea metabolitilor secundari: cresterea de 3 ori a
tetracenomicinei C si de 2 ori a tiostreptonei. Acest efect a fost observat pentru o serie de tulpini
de streptomicete naturale si genetic modificate. Un efect similar a fost observat si la bacteriile
Bacillus circulans — producenti de antibiotice. Astfel, cantitatea de antibiotice sintetizatd de B.
circulans a crescut fata de martor pe fundalul mentinerii productivitatii de biomasa [36].

Cele mai recente studii pozitioneaza dimetilsulfoxidul ca un lioprotector eficient. Astfel,
dimetilsulfoxidul a fost cel mai eficient agent de protectie pentru liofilizarea si pastrarea tulpinii
S. zagrosensis, viabilitatea careia dupa 6 luni de pastrare in stare liofilizata constituia 99,3% din
cea initiala [61].

Alcoolii si derivatii acestora. Desi alcoolii si polialcoolii, in special glicerolul,
metanolul si glicolul, sunt eficienti in calitate de lioprotectori, utilizarea lor este mai putin
frecventd datorita toxicitatii lor relative pentru mai multe sisteme biologice. Eficienta
metanolului este aproximativ egald cu cea a dimetilsulfoxidului si de regula se utilizeaza la

crioconservarea levurilor, bacteriilor anaerobe, unor cianobacterii, alge si protozoare. Etanolul,
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care este mai putin toxic, se utilizeazd mai des si este eficient pentru conservarea
microorganismelor procariote si eucariote [64].

Ziharurile si polizaharidele. In literatura sunt disponibile date cu privire la utilizarea
diferitor zaharuri in componenta mediilor de cultivare a microorganismelor, in special a
streptomicetelor. Astfel, acestea indeplinesc rolul de principala sursi de carbon [24]. In
continuare sunt prezentate rezultatele cercetarilor savantilor care au utilizat acesti compusi in
procesul de liofilizare.

in domeniul criobiologiei sunt utilizati astfel de compusi ca: glucoza, xiloza, zaharoza,
lactoza, maltoza, trehaloza, rafinoza, dextranul, polizaharidele, inulina, metil celuloze, guma
arabica, etc., care servesc in calitate de crioprotectori si lioprotectori eficienti [64, 210].

Glucoza si zaharoza cu succes se utilizeaza pentru liofilizarea Streptomyces zagrosensis,
viabilitatea cdreia in prezenta acestor substante constituie in jur de 95,0% [61]. Rezultate
similare au fost obtinute si pentru alte specii de streptomicete.

In calitate de component al mediilor de protectie sunt des folosite amidonul de cartofi si
polizaharidele, utilizat pentru liofilizarea tulpinii Streptomyces aureofaciens viabilitatea careia
dupa liofilizare constituia 65,0-78,0% [167]. Un alt exemplu de utilizare a polizaharidelor (de
ginseng) in calitate de lioprotector este suplimentarea laptelui degresat cu acest component in
concentratie de 5 % pentru liofilizarea lactobacililor [160].

Aminoacizi si acizi carbonici. Acidul glutamic sau glutamatul de sodiu in concentratie
de 1,0 — 5,0%, de reguld in combinatie cu alti compusi, cum ar fi glicerina sau laptele degresat,
eficiente in calitate de crioprotectori pentru algele din genurile Scenedesmus, Chlorella,
Nitzschia si Phaeodactylum [64].

Peptide, proteine si glicoproteine. Albuminele sunt utilizate in calitate de crioprotectori
in concentratie de 0,1 — 4,0% pentru pastrare de lunga durata, in special a virusilor si rickettsiilor
[64, 196].

Serul sangvin inactivat obtinut de la diverse manifere si pasari (vite, cai, oi, iepuri si pui)
in concentratia de 10,0 — 20,0% a fost utilizat cu diferit succes pentru crioconservarea virusilor,
bacteriilor, micoplasmelor, cianobacteriilor, levurilor, fungilor filamentosi si protozoarelor. Pe
langa efect crioprotector, serul sangvin sau albumina serica protejeaza celulele microbiene contra
toxicitatii glicerinei, dimetilsulfoxidului sau altor agenti crioprotectori in timpul congelarii-
decongelarii [64, 197].

Gelatina este un lioprotector utilizat in special pentru a suplimenta alte substante
lioprotectoare in mediile de protectie. Eficienta de protectie a gelatinei in concentratie de 0,5 —

15,0% a fost demonstrata pentru E. coli, S. platensis si S. levoris [38, 64].
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Alt compus utilizat cu succes pentru liofilizare este peptona. In concentratie de 0,4 —
20,0% poate fi utilizata pentru protectia microorganismelor in timpul congelarii-decongelarii. De
reguld, se utilizeaza peptond bacteriologica sau microbiologica cu continut scazut de sare si
cenusd <10,0% g/g. Ca si gelatina, peptona ca diluant pentru microorganismele, care urmeaza sa
fie congelate, se utilizeazd in combinatie cu alti lioprotectori, pentru a oferi protectie
suplimentard microorganismelor [64, 200].

In literatura de specialitate sunt disponibile date cu privire la utilizare in crioconservarea
microorganismelor a proteinelor naturale antifreeze, sintetizate de diferite specii de pesti, insecte
si plante. Din cauza pretului inalt al acestor substante, ele practic nu au obtinut utilizare larga
[64, 94].

Incd o substanti care poate fi mentionata in calitate de lioprotector este mucina, care este
un glicoprotein, in care moleculele de polizaharide acide sunt atasate de lantul polipeptidic.
Mediul protector cu 5,0% mucina mentine viabilitatea tulpinilor bacteriene [64].

La liofilizarea streptomicetelor este utilizat serul sanguin pentru mentinerea de durata a
viabilitatii [21, 61].

Ultima etapd importantd a liofilizdrii este rehidratarea. Sunt numeroase medii de
rehidratare, dar influenta acestora asupra viabilitatii diferd. Prin alegerea corectd a mediului de
rehidratare, putem spori nu numai viabilitatea, dar si regenerarea celulelor lezate, datorita
prezentei in el a substantelor nutritive pentru restabilirea functiilor celulelor. Un rol important il
joacd si tempratura de rehidratare. Cele mai bune rezultate a viabilitatii au fost obtinute la
temperatura de 18-25°C, pentru drojdii se recomanda in jur de 30°C [25, 93]. Exista multi factori
care pot afecta starea celulei deshidratate la adiugarea apei pentru rehidratare. In functie de
culturd, pentru rehidratarea streptomicetelor este preferabila utilizarea unor solutii, dar nu a apei
distilate [87].

In calitate de medii de rehidratare pot servi: apa, laptele degresat, zaharoza, solutiile de
saruri, glutamatul de sodiu, zaharoza, apa peptonata, tripton/pepton/extractul de carne [87, 167,
199].

Pentru liofilizarea tulpinilor de streptomicete, Kupletkaia si Netrusov au propus medii
lioprotective in baza laptelui degresat si gelatinei: 1,0% gelatinda + 10,0% zaharoza; lapte
degresat + 7,0% glucoza; lapte degresat. Astfel pentru conservarea streptomicetelor, cele mai
bune rezultate ale viabilitatii au fost obtinute la utilizarea in calitate de protector al mediului
1,0% gelatina + 10% zaharoza [231]. Pentru a reduce costul mediului protector, unele protocoale

de conservare admit glucoza, care este la fel de eficienta [249].
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Pentru a majora eficienta mediilor protective, acestea, de reguld, sunt policomponente.
Astfel, a fost stabilit, ca viabilitatea lactobacililor si a bifidobacteriilor a fost semnificativ mai
mare in prezenta polizaharidelor si laptelui degresat concomitent, decat la aplicarea acestora
separat [66, 160]. Una din principalele functii ale exopolizaharidelor este cea de protectie.
Acestea contribuie la protejarea celulei de factorii externi, in special la deshidratare [73, 82, 104,
117, 118, 121, 126]. Pe langa actiune de protectie exopolizaharidele au si alte functii, ca
antiimflamatorii si antitumorale [128].

Se considerd cd, o simbioza eficientd in cadrul populatiei de ghetari, se formeaza intre
microorganismele hetero- si fototrofe. Heterotrofele remineralizeaza substratul, producand
Substante pentru ulterioara activitate a fototrofilor. La randul sau, cianobacteriile sintetizeaza
mucusul polizaharidic care protejeazd celulele microorganismelor heterotrofe la congelare. Un
rol important in activitatea psihrofilelor il joaca proteinele lioprotectoare, care permit
functionarea normala a celulei [175].

Unii aminoacizi de asemenea, au demonstrat eficienta sa in calitate de crioprotectori. Un
exemplu elocvent poate servi utilizarea hidroxiprolinei in concentratia de 12,0% pentru pastrarea
viabilitatii Lactobacillus rhamnosus, care constituia 55,84% [84].

In calitate de sursa de aminoacizi si polizaharide, este rationala utilizarea cianobacteriei
Spirulina platensis, cheltuielile pentru obtinerea principiilor bioactive mentionate sunt reduse
[99, 123].

Savantii exprimd un interes tot mai inalt fatd de cianobacterii, care sunt foarte atractive
dupa urmatoarele criterii: vitezd mare de crestere, productivitate inalta, compozitie biochimica
valoroasda si metabolism sporit [123]. Cianobacteriile sunt producenti de asa compusi ca:
aminoacizi, polizaharide, lipide, antibiotice, hormoni, carotenoizi, hidrogenaze, alcooli,
izoprenoizi s.a. Produsii mentionati sunt pe larg utilizati in: zootehnie, fitotehnie, farmaceutica,
industrie alimentara, cosmetologie, etc. [2, 19, 48, 53, 79, 85, 105, 112, 125, 205, 206].

Spirulina este un producent performant de proteine, antioxidanti si vitamine, care se
utilizeaza ca aditivi alimentari si furageri in hrana omului si animalelor [246].

Cianobacteriile sunt o sursa ideald pentru obtinerea diferitor substante biologic active
pentru diverse domenii ale economiei. Polizaharidele cianobacteriene de asemenea se referd la
acest tip de substante si reprezintd o clasd importantd de substante polimerice renovabile, de
interes biotehnologic. Din punct de vedere structural, polizaharidele cianobacteriene sunt mai
valoroase fata de cele obtinute din plantele superioare si macroalge, datorita prezentei grupurilor

functionale sulfatate [123].

45



In compozitia polizaharidelor cianobacteriene intrd astfel de monomeri ca: galactoza,
xiloza, fructoza, ramnoza, arabinoza, manoza, acizii galacturonic si glucuronic [148].
Substantele enumerate se utilizeaza cu eficienta in procesul de liofilizare [64]. Cianobacteriile
produc o mare varietate de oligopeptide bioactive, au un rol ecologic si fiziologic important, insa
mecanismul de sintezd a acestora sub influenta factorilor mediului inconjurdtor sunt putin
studiate [102, 103].

Cele expuse mai sus argumenteaza necesitatea si importanta investigatiilor ce tin de
protectoare pentru conservarea si pastrarea tulpinilor de interes practic si stiintific.

In calitate de substante crioprotectoare pot fi utilizate si cele cu proprietiti
polifunctionale. Acestea sunt prezentate de dehidrinele din plante [62, 179]. O directie noua in
cadrul criobiologiei este utilizarea principiilor de origine vegetald in calitate de componente a
mediilor de protectie pentru liofilizare. Conform surselor literare, utilizarea substantelor biologic
active cum sunt glicozidele in tehnologiile moderne are o mare importantd practica si este
determinatd de mai multe proprietati ale acestor substante: influentarea proceselor de crestere si
dezvoltare a plantelor, acestea pot accelera semnificativ cresterea si productivitatea culturilor
agricole, totodatd determinand rezistenta acestora la factorii de mediu nefavorabili (secetd sau
umiditate Tn exces, temperaturd marita sau scazutd) si rezistenta nespecifica a plantelor la un
numar mare de agenti fitopatogeni [169, 180, 181].

Glicozidele steroide vegetale sunt incluse in lista preparatelor aprobate pentru utilizare in
Moldova, Rusia, Ucraina si alte tari europene. Acestea sunt utilizate cu succes ca reglatori de
crestere a plantelor agricole. insa disponibilitatea lor este destul de scizuti deoarece sursele de
obtinere sunt relativ limitate, ceea ce a determinat extinderea gamei reprezentantilor florei
salbatice din Moldova utilizate ca sursa de glicozide [251-254].

Directia de cercetare este relevantd deoarece substantele biologic active de origine
vegetald datoritd accesului relativ la obtinere, usurinta de utilizare, doze mici de aplicare si
capacitate de protejare contra socurilor termice poate fi atribuita elementelor din cadrul
microbiologiei si criobiologiei [178, 238, 239, 252]. Este evident faptul ca, acesta este un plus in
cadrul cercetarii liofilizarii pentru a asigura péstrarea tulpinilor de microorganisme pe o perioada
indelungta.

Conform analizei surselor literare, utilizarea metabolitilor de origine cianobacteriana si
vegetala in calitate de supliment la mediul de liofilizare utilizat in colectie (gelatina 2,5% +
glucoza 7,5%) pentru pastrarea tulpinilor de streptomicete, reprezintd o oportunitate importanta

de perfectionare a procesului de pastrare a tulpinilor de interes biotehnologic.
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1.4. Concluzii la capitolul 1

1. Principalele metode de conservare si pastrare a tulpinilor de microorganisme de
interes stiintific si practic sunt: transferul periodic; plasarea sub strat de ulei mineral; uscarea;
conservarea si pastrarea la temperaturi joase si ultrajoase (crioconservarea si liofilizarea).

2. Tulpinile din genul Streptomyces produc numeroase substante biologic active, care
sunt utilizate in cele mai diverse domenii. Deoarece aceste tulpini posedd un grad inalt de
variabilitate, liofilizarea este metoda potrivita pentru conservarea acestui grup de
microorganisme, ce permite reducerea la zero a numadrului de reinsdmantdri si pastrarea
materialului biologic in stare de anabioza.

3. Liofilizarea, in special pentru streptomicete, ofera urmatoarele avantaje comparativ
cu alte metode de pastrare: termenul de pastrare lung, comoditate in manipularea cu probele
liofilizate, pastrarea la temperatura camerei sau frigider, reducerea riscului aparitiei mutatiilor
genetice, diminuarea riscului scaderii sau pierderii activitatii biosintetice a tulpinii, iar selectarea
corecta a mediilor de protectie si a parametrilor optimi face rentabil procesul din punct de vedere
economic.

4. Principalele grupe de substante crioprotectoare (lioprotectoare) sunt: sulfoxizii;
alcoolii si derivatii acestora; zdharurile si polizaharidele; aminoacizii si acizii carbonici;
proteinele, peptidele si glicoproteinele. Aceste substante au capacitatea de a lega apa libera,
evitand formarea cristalelor de gheata, de a reduce si egala presiunea osmotica, poseda efect de
stabilizare a membranelor celulare si antioxidant ce oferd protectie fatd de radicalii liberi.

Analiza surselor bibliografice relevante la tema tezei a permis de a formula problema de
cercetare care a fost pusa in fata acestei lucrari: necesitatea perfectionarii metodelor de pastrare
a tulpinilor de streptomicete din Colectia Nationald de Microorganisme Napatogene prin
utilizarea preparatelor naturale obtinute din biomasa cianobacteriana si vegetala, in calitate de

agenti lioprotectori in componenta mediilor pentru liofilizarea culturii.
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2. OBIECTUL DE STUDIU SI METODELE APLICATE iN CERCETARE

Investigatiile, rezultatele carora sunt prezentate in aceasta lucrare au fost realizate pe
parcursul anilor 2015-2018, in cadrul Colectiei Nationale de Microorganisme Nepatogene a

Institutului de Microbiologie si Biotehnologie.

2.1. Obiectul de studiu

In studiu a fost utilizata 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.

Pozitia sistematica: Domeniul — Bacteria, Regnul — Eubacteria, Filumul -

Actinobacteria, Clasa — Actinobacteria, Ordinul - Actynomycetales, Familia -
Streptomycetaceae, Genul — Streptomyces (Waksman and Henrici, 1943).

Caracterele morfo-culturale ale tulpinii: Sporoforii sunt spiralati cu 3 — 5 bucle deschise,

asezate monopodial, sporii — de forma ovala, alungiti, cu mici butoni pe suprafatd. Miceliul
aerian de nuantd gri deschisa, cenusie. Miceliul de substrat — de culoare bruna, brun deschis,
galben-crem, pigmenti melanoizi nu formeaza.

Particularitatile fiziologice si biochimice ale tulpinii: Gram+. Coloniile si culoarea

miceliului aerian si de substrat variaza in dependentd de mediile de cultivare. Slab lichefiaza
gelatina, peptonizeaza laptele, hidrolizeaza amidonul, reduce nitratii pana la nitriti, nu formeaza
H,S, nu creste pe celuloza. Asimileaza glucoza, manoza, fructoza, galactoza, maltoza, ramnoza,
manitolul, inozitolul, xiloza, zaharoza, amidonul. Nu asimileaza arabinoza, lactoza, rafinoza,
sorbitolul, inulina, acetatul si citratul de natriu. Antagonist slab al bacteriilor Gram+ si Gram- si

a unor fungi.

Fig. 2.1. Aspectul coloniilor tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02
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Parametrii_productivi ai tulpinii: Valorile acumularii BAU pe mediu M-I sunt cuprinse
intre 5,40 — 7,86 g/l; a lipidelor — 0,41 — 0,64 g/l; a fosfolipidelor — 11,9 — 12,8% fata de lipidele

comune; a sterinelor — 14,5 — 15,1% fata de lipidele comune; a aminoacizilor — 38,28 mg/100mg,

acizi grasi nesaturati: Cig:1 — 22,7%, C1g2 — 34,5%.

2.2. Medii, conditii si preparate pentru cultivarea si pastrarea tulpinii

Medii si conditii de cultivare

Conform literaturii de specialitate, continua sa se dezvolte o abordare stiintificd in ce
priveste pregatirea unor medii nutritive echilibrate, ludnd in consideratie necesitatile individuale
ale fiecarei dintre tulpinile studiate de microorganisme. Un mediu nutritiv echilibrat presupune o
compozitie calitativa si cantitativa care satisface nevoile culturii, asigura o productie maxima de
biomasa la o anumitd ratd cu concentratii minime de reziduri. Concentratia de azot in mediul
nutritiv are un efect semnificativ asupra cresterii si dezvoltarii celulei microbiene, scaderea
cantitatii de azot duce la stimularea semnificativa a sintezei lipidelor de catre microorganisme,
dar reduce randamentul biomasei. Studiul influentei surselor de lipide exogene: soia, porumb,
extracte vegetale asupra cresterii si acumularii biomasei si a lipidelor din ea a aratat ca
compozitia lipidelor totale este o reflectare a doud procese: sinteza lipidica de novo si asimilarea
exogena a lipidelor, care trebuie luate in considerare la cultivarea microorganismelor. Se remarca
semnificatia componentelor minerale ale mediului pentru cultivarea actinomicitelor si se crede ca
cea mai buna sursa de azot este (NH,;),SO,, de potasiu — H,POyg; de calciu — CaCOs; de sodiu —
NaCl. Dintre mediile nutritive destinate cultivarii actinomicitelor, sunt utilizate pe scard larga
mediile Dulaney, Prus, Czapek cu glucoza sau medii organice complexe, in care sunt utilizate pe
scara largd sursele de carbon - faina de soia, faina de porumb, etc, diferiti aditivi, melasa, drojdie
de panificatie si extract [182, 212].

Inoculul tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 a fost obtinut la cultivare pe
mediul Dulaney, in retorte Erlenmeyer (1 L) cu 200 ml mediu, timp de 3 zile, la temperatura de
28°C. Pentru acumularea biomasei, tulpina S. canosus CNMN-Ac-02 a fost cultivata in retorte
Erlenmeyer (1 L) cu 200 ml mediu, timp de 5 zile, pe agitator, la temperatura de +28'C pe
mediul M-I. Pentru studiul caracterelor morfologice a fost utilizat mediu Czapek, iar pentru
pastrarea indelungatd pe medii solide — mediul cu ovaz. Componenta mediilor utilizate este

prezentata in Fig. 2.2.
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Mediul Dulaney (lichid)
Glucoza — 20,0 g/1
(NH,),HPO, - 7.5 g/1
K,HPO, — 2.0 g/l

Mediul Czapek:
Glucoza — 20,0 g/l
NaNO; — 2.0 g/l
K,-HPO, - 1.0 g/l

4]

MgSO,<7TH,0 - 1.0 g/l MgSO, — 0.5 g/l
NaCl - 5.0 g/l KCl— 0.5 o/l
CaCl,- 0.4 g/l FeSO, — 0,01 g/l

FeSO,~<7H,O —0,01 g/1
ZnSO,~7TH,O —0,01 g/1
pH-7.0

Agar-agar — 20 g/l
pH-7.0-7.3

Mediul M-I (lichid): ) -
. L ‘ Mediul de ovaz:
faina de porumb — 20.0 g/l e )
. o g faina de ovaz — 40,0 g/l
CaCO; - 1,5 g/l ¥
drojdii de panificatie — 5.0 g/l
pH-7.0

Agar-agar — 20,0 g/l
pH-7.0-7.3

Fig. 2.2. Componenta mediilor de cultura utilizate in studiul tulpinii Streptomyces canosus
CNMN-Ac-02

Mediul protector pentru liofilizare

Liofilizarea se bazeaza pe congelarea preliminara a materialului biologic in timpul careia
se formeaza cristale de gheata, care provoaca diverse leziuni ale celulelor vii. Pentru a minimiza
acest prejudiciu de reguld sunt utilizate diverse substante protectoare. Dintre acestea fac parte
alcoolii, carbohidratii, polizaharidele, aminoacizii, diverse substraturi de naturd complexa,
precum laptele degresat, mierea, extractul de drojdie.

Laptele degresat si zaharurile sunt lioprotectori tipici in cadrul colectiilor si se utilizeaza
la liofilizarea microorganismelor. Zaharurile si polizaharidele stabilizeaza membranele celulare
printr-un mecanism de legare a apei si interactiune cu fosfolipidele membranare. Laptele
degresat este capabil de a preveni leziunile celulare prin formarea unui strat protector in jurul
membranelor. In CNMN pentru liofilizarea streptomicetelor se utilizeazi medii de protectie in
baza laptelui degresat sau gelatinei in imbinare cu zaharoza sau glucoza.

Rehidratarea microorganismelor de asemenea reprezinta o etapa importanta in procesul
liofilizarii si serveste pentru revitalizarea celulelor. Pentru rehidratare sunt utilizate apa distilata
sau diverse solutii izotonice ale sarurilor minerale. Uneori combinarea mediului protector cu cel
de rehidratare rezulta in majorarea semnificativa a viabilitafii microorganismelor.

50



Pentru pastrarea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 in stare liofilizatd, in urma
unui screening al mediilor uzuale, a fost selectat mediul protector de baza cu urmatoarea

componenta: H,O distilata — 100 ml, gelatina — 2,5 g, glucoza — 7,5 g. Mediul este sterilizat timp
de 20 min., la presiunea 0,5 atm.

Extractele vegetale

In studiu au fost utilizate extracte glicozidice vegetale, obtinute in Laboratorul

Bioreglatori Naturali al Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor (dr. in chim.,
cerc. st. coord. Mascenco Natalia).

Glicozidele iridoidice au fost extrase din planta Linaria genistifolia L. Mill (partea
aeriand), prin fierbere 1n solutie hidrometanolica [83].

Fig. 2.3. Linaria genistifolia L. Mill: a — aspect extern al plantei, b — structura chimici a

glicozidelor iridoidice

Flavonoidele au fost extrase din partea aeriana a plantei Verbascum phlomoides L., prin
fierbere in solutie hidrometanolica [6].

Fig. 2.4. Verbascum phlomoides L.: a — aspect extern al plantei, b — structura chimici a

glicozidelor iridoidice
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Extractele cianobacteriene

in studiu au fost utilizate preparatele BioR (complex de aminoacizi si peptide) si PSSzy
(complex de polizaharide sulfatate cu zinc), obtinute in Laboratorul Ficobiotehnologie al
Institutului de Microbiologie si Biotehnologie sub conducerea academicianului Rudic Valeriu.
Preparatele au fost obtinute prin procedee biotehnologice de extragere, fractionare si purificare a
principiilor bioactive din biomasa tulpinii cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-02,
depozitatd in Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie
si Biotehnologie. Extractele contin, in raport cu tehnicile de procesare a biomasei, aminoacizi
liberi si legati (oligopeptide si proteine), produsi intermediari ai metabolismului glucidic si

lipidic, macro- si microelemente esentiale [122-124].

Fig. 2.5. Cianobacteria Spirulina platensis CNM-CB-02: a - aspect microscopic
(MO, x 400); b - cultivare in conditii de laborator

2.3. Metodele de cercetare

Pentru realizarea cercetarilor au fost utilizate metode de determinare cantitativd a
germenilor viabili si a biomasei de streptomicete, de studiu al proprietatilor morfo-culturale ale
tulpinilor de streptomicete, de separare, analiza cantitativa si calitativa a lipidelor, de liofilizare a
biomasei de streptomicete, de analiza statistica a rezultatelor obtinute.

Metoda calculului logaritmic al viabilitatii culturii studiate

Determinarea incarcaturii de germeni viabili prin Tnsdmantarea pe medii de culturd solide,
conform metodei Koch, se bazeaza pe faptul, ca fiecare celuld viabila determina formarea unei
colonii atunci, cand suspensia din materialul de analizat este etalata pe suprafata unui mediu
solid specific. Celulele, care determina formarea de colonii, Se numesc unitati formatoare de
colonii (UFC) si numarul lor este aproximativ egal cu numarul de celule microbiene din proba.

Determinarea viabilitatii conform acestei metode cuprinde 3 etape:
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1. Prepararea dilutiilor succesive: pentru micsorarea densitatii celulelor de
microorganisme se pregatesc dilutii succesive conform schemei din Fig. 2.6. Numarul dilutiilor

depinde de densitatea celulelor utilizate in suspensie.

0,1 mi
0.1 ml Ami mi ml
N T Ty
]
10" 10" 0 10" 10
9,9 mi 9.9 ml aml @ ml aml
A _HO A _JHO L _JHOo | HOo H,0
- .
(0,1 mi 0,1 ml (0,1 mi 61 mi (0.1 ml
: ¥
‘-h___\_—___,_.-’

Fig. 2.6. Prepararea dilutiilor succesive pentru insiméntarea pe medii de cultura solide

2. Insimantarea suspensiei pe mediu agarizat: in cutii Petri sterile se toarna mediu
nutritiv agarizat si se termostatateaza timp de 2 — 3 zile pentru inlaturarea umiditatii excesive.
Insamantarea in cazul tulpinilor din genul Streptomyces se efectueaza pe suprafata mediului
agarizat: 1,0 ml suspensie se repartizeaza cu ajutorul spatulei pe intreaga suprafatd a mediului
agarizat. Insaméntarea se efectueaza din ultimele 3 dilutii, in 2 — 4 repetiri. Dupa insimantare
cutiile Petri sunt plasate in termostat la t°=28°C.

3. Calculul numarului coloniilor formate si a viabilitatii tulpinii. Calculul numarului de
colonii ale tulpinilor din genul Streptomyces se realizeaza dupa 7 — 14 zile de termostatare (in
dependenta de viteza de crestere a tulpinii studiate).

v Numarul de celule in 1 ml de suspensie se calculeaza dupa formula:
M=a-10"/V, (2.1)
unde: M — nr. de celule in 1 ml de suspensie; a — numarul mediu de colonii; V — volumul
de suspensie luat pentru insimantare, ml; 10" — coeficientul de diluare [241].
v" Viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 se calculeaza conform formulei:
% Viabilitatea = (logDL / log PL) x 100, (2.2)
unde: Viabilitatea — rata viabilitatii este raportul dintre logaritmul numarului de celule
viabile DL (dupa liofilizare) si numarul de celule viabile PL (pana la liofilizare) inmultit cu
100% [89].
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Metoda de determinare cantitativa a biomasei de streptomicete
Analiza cantitativd a biomasei de streptomicete a fost realizatd prin metoda gravimetrica,
ce presupune urmatoarele etape:
e separarea biomasei de lichidul cultural prin centrifugare la 5000 rot./min., timp de 20
min.;
e spadlarea biomasei cu apa distilata si centrifugarea repetata;
e uscarea biomasei la temperatura +100°C pana la obtinerea unei mase constante;
e cantarirea la balanta analitica [78].
Studiul proprietdtilor morfo-culturale ale tulpinilor de streptomicete
Caracterele morfo-culturale ale tulpinilor de microorganisme se determina prin
examinarea coloniilor de pe suprafata mediilor agarizate in cutii Petri. Acestea prezinta o mare
diversitate, uneori cu particularitati semnificative pentru identificarea unor genuri sau specii de
bacterii. De obicei, examinarea coloniilor se face la culturi tinere, de 18 — 24 ore, insa tinand
cont de particularitatile de dezvoltare ale speciilor din genul Streptomyces, coloniile pot fi
studiate peste o perioada de minimum 7 — 10 zile.
Studiul se efectueaza conform urmatoarelor caractere ale coloniilor:
Marimea se apreciaza pentru coloniile bine dispersate, deoarece la o densitate mare,
acestea se reduc in dimensiuni.
Clasificarea coloniilor dupd marime:
- colonii mari cu diametrul de 4 — 6 mm;
- colonii mijlocii cu diametrul de 1 — 3 mm;
- colonii mici cu diametrul mai mic de 1 mm uneori cu aspect punctiform, abia vizibile cu
ochiul liber.
Forma coloniilor poate fi de urmatoarele tipuri: punctiformad; circulara; lenticulara,;
neregulatd; filamentoasa; filiforma; rizoida; dendrica.
Relieful (profilul) coloniilor poate fi: plat; convex; bombat; ombilicat; acuminat;
crateriform, papilat [55].
Marginea coloniilor poate avea urmatoarele tipuri: netedd; ondulatd; lobata; zimtata;
ciliata; filamentoasa, ondulat invaziva.
Culoarea coloniilor a fost descrisa dupa scara de culori adoptata de Bondartev. Analiza a
fost efectuata tinand cont atat de culoarea pigmentului nedifuzibil, care inflenteaza culoarea

coloniei, cat si a celui difuzibil, cu proprietatea de a colora mediul agarizat [55, 176, 234, 235].
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Extragerea si determinarea cantitativa a lipidelor din biomasa

Lipidele din biomasa tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 au fost extrase dupa metoda
Folch, modificata si descrisa in [26].

Metoda presupune urmatoarele etape:

e prelucrarea biomasei cu amestecul de cloroform : etanol (3:1), agitarea timp de 15 min.;

e prelucrarea biomasei cu cloroform curat, astfel ca raportul final de cloroform : etanol
devine (2:1), agitarea timp de 15 min.;

e separarea prin hartie de filtru a biomasei de solutia cloroform : etanol cu continut de
lipide;

e separarea cloroformului de alcool 1n palnia de separare, prin addugarea apei (5 repetari);

e uscarea de apa a cloroformului cu lipide prin filtrarea acesteia prin Na,SO,4 dehidratat;

e evaporarea cloroformului la rotor-evaporator, dupa care lipidele pot fi cantarite si
folosite in scopurile necesare.

Identificarea fractiilor lipidice

Compozitia calitativa si cantitativa a fractiilor lipidelor sintetizate a fost determinata prin
metoda cromatografiei in strat subtire.

- serealizeaza pe placi de silufol 100x150 mm Sorbfil (Krasnodar, Federatia Rusa);

- Cu ajutorul capilarului pe linia de start se aplicd picaturi In concentratii (proportii)
egale a probelor de lipide de streptomicete dizolvate in cloroform cu ulterioara evaporare a
cloroformului;

- in camera cromatografica se toarnd faza mobila: sistemul hexan — eter dietilic — acid
acetic glacial (73:25:5);

- placa cromatografica cu probele aplicate este plasatd in camera cromatografica cu
nivelul solventului mai jos de linia de start;

- dupa trecerea fazei mobile prin placa cromatografica pana la linia de front (10 mm
pana la margine), placa se extrage din camera cromatografica si se usuca;

- pentru vizualizarea urmelor lasate de fractiile lipidice, placa este stropita cu ajutorul
pulverizatorului cu o solutie de 10,0% de acid fosforomolibdenic dizolvat in etanol si uscata in
dulapul de uscare la temperatura 70-75°C;

- pentru determinarea cantitativa, S masoara densitatea optica a urmelor fractiilor
lipidice la densimetrul ZIO-1M, predestinat masurarii densitdtilor optice in lumina reflectata a
placilor alb-negre si colorate in diapazonul de 0,0-2,5 B (bel), recalculat pentru exprimare in %
[26].
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Liofilizarea si reactivarea streptomicetelor

Procesul cuprinde 3 etape, conform schemei prezentate in Figura 2.7.

Obtinerea coloniilor Cultivarea in
pe mediul agarizat eprubete pe mediu
Czapek, 28°C, solid inclinat, 28°C,
timp de 7 zile timp de 7 zile
Trecerea culturii in Congelarea la -50°C
mediul de protectie, Liofilizarea 8 ore,
repartizarea in fiole presiunea 6-7 Pa,
cate 1 ml temperatura : -94°C
Fiola se deschide, se Dilutii cu apa
introduce mediul de distilata,
regenerare, se fnsamantare pe
termostateaza 2 ore mediu agarizat

Fig. 2.7. Etapele respectate in procesul de liofilizare si reactivare a tulpinilor de

streptomicete

1. Pregatirea culturii pentru liofilizare presupune urmatoarele lucrari:

- Insimantarea streptomicetelor pe mediul agarizat Czapek (termostatarea la
temperatura de +28°C, timp de 7 zile);

- Dupa obtinerea coloniilor izolate, acestea sunt insamantate in eprubete cu mediul
agarizat Czapek inclinat (termostatarea la temperatura de +28°C, timp de 7 zile);

- Ulterior, continutul eprubetei se spald in mediul protector, iar solutia obtinuta, din
retorta Erlenmeyer se repartizeaza in fiole a cate 1 ml, care se inchid cu dop de cauciuc [166].

2. Liofilizarea

- Continutul fiolelor se congeleaza la -50°C;

- Ulterior, fiolele sunt depuse in camera de vacuum a liofilizatorului Labconco 6 plus,
liofilizarea are loc timp de 8 ore, la presiunea de 6-7 Pa si temperatura de -94°C;

- Lasfarsitul procesului de liofilizare, fiolele sunt sigilate cu dopuri de metal [229].

3. Reactivarea culturii

- Fiola se deschide si treptat, picatura-cu-picatura se introduce mediul de regenerare
(apa distilatd), viteza de regenerare trebuie sa fie ~o picaturd/minut;

- Fiolele cu culturile rehidratate sunt puse in termostat pentru incubare timp de 2 ore;
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- Dupa incubare continutul fiolei este introdus in eprubeta cu apa distilatd, pentru
efectuarea dilutiilor si Tnsamantarea in cutii Petri pe mediul agarizat Czapek [225, 241].

Analiza statistica a datelor

Rezultatele experimentale au fost supuse analizei statistice uzuale cu aplicarea
instrumentelor statisticii  descriptive (calculul mediilor aritmetice, abaterilor standart,
coeficientului de variatie) si statisticii inferentiale (testele de wvalabilitate si testele de

MS Excel 2010.

2.4. Concluzii la capitolul 2

1. In calitate de obiect de studiu in aceastd lucrare a fost utilizatd tulpina de colectie
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02, depozitatda in Colectia Nationald de Microorganisme
Nepatogene, in calitate de producator valoros de metaboliti secundari cu posibilitate de aplicare
in zootehnie si fitotehnie.

2. Pentru stimularea productivitatii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02, precum si pentru
optimizarea procesului de pastrare a ei, au fost utilizate: 1) principii bioactive de origine
cianobacteriana BioR si PSSz, obtinute din Spirulina platensis CNM-CB-02; 2) glicozide de
origine vegetala, extrase din plantele Linaria genistifolia L. Mill si Verbascum phlomoides L.

3. Metodele microbiologice si biochimice de evaluare a parametrilor productivi ai
tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 in prezenta principiilor bioactive de origine vegetald si
cianobacteriana sunt orientate spre obtinerea de noi date referitor la metabolismul
streptomicetelor sub influenta stimulatorilor.

4. Metodele clasice de studiu al proprietatilor morfo-culturale ale tulpinii sunt aplicate
pentru argumentarea oportunitdfii utilizarii principiilor de origine cianobacteriand si vegetald in
procesul de liofilizare si reactivare a tulpinilor de streptomicete, pastrate in Colectiile de

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

Interesul si motivarea pentru studiul actinobacteriilor din genul Streptomyces sunt
determinate de raspandirea lor largd, toleranta la diferite conditii de mediu si rolul acestor
microorganisme in producerea metabolitolor secundari valorosi. In acest context este importanta
evidentierea noilor cdi de stimulare a cresterii si activitdfii biosintetice a tulpinilor de
streptomicete cu potential biotehnologic important, dar mai ales a pastrarii acestor parametri pe
durata conservarii lor in colectiile de microorganisme [38].

Alegerea metodelor adecvate de conservare a fiecarui grup de microorganisme este una
dintre principalele sarcini ale Colectiilor de Microorganisme. Liofilizarea si crioconservarea sunt
in prezent metodele cele mai des utilizate de catre centrele de resurse microbiene pentru
pastrarea pe termen lung a microorganismelor [87, 199, 209].

Liofilizarea, metoda cea mai utilizatd pentru conservarea tulpinilor de streptomicete, si-a
demonstrat eficacitatea in numeroase cercetiri. Insi, de rand cu avantajele ce le ofera aceasta
metoda de pastrare, procesul de congelare si deshidratare raman a fi un factor stresant pentru
celulele vii. Reactia de raspuns a microorganismelor la factorii de stres presupune o serie de
procese celuare distructive: cresterea permeabilitatii membranei citoplasmatice pentru compusii
cu greutate moleculard mica, eliminarea proteinelor din celula, lezarea ribozomilor, distrugerea
acizilor nucleici, inhibarea proceselor catabolice, inactivarea enzimelor, acumularea formelor
active de oxigen si a produselor oxidarii lipidelor, pierderea proprietdtii de a creste si forma
colonii pe medii agarizate, micsorarea vitezei de crestere si reducerea activitatii vitale [245].

Primul criteriu utilizat de catre microbiologi pentru determinarea stdrii fiziologice a
culturii supuse stresului este viabilitatea celulelor. Potrivit expertilor din domeniu, viabilitatea
redusa a microorganismelor in timpul depozitarii poate fi cauzata de formarea radicalilor liberi.
Unii autori considera, ca aparitia lor este determinatd atdt de schimbarea raportului dintre
diferitele forme de apa din celuld, cat si prin distrugerea lanturilor de polipeptide. Alti autori
explicd acest proces prin efectul nociv al reactiilor de oxidare. Astfel, atat radicalii liberi, cat si
produsele de oxidare ale lipidelor, prin interactiunea cu componentele celulare, duc la leziuni,
provocand moartea celulelor [20, 64, 87, 100, 101].

Microorganismele dezvolta diverse sisteme de adaptare, inclusiv sinteza produselor de

autoreglare extracelulare, responsabile de declansarea raspunsului organismului la factorii de
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stres [243]. Microorganismele solului, inclusiv streptomicetele, dezvolta sisteme senzoriale
complicate pentru detectarea factorilor de mediu si initierea mecansmelor de raspuns adecvate
[149].

Tinand cont de specificul fiecdrui grup de microorganisme si reactiile de raspuns ce le
dezvolta la actiunea diversilor factori, in procesul liofilizarii culturii este necesard utilizarea
mediilor de protectie corespunzatoare pentru a evita distrugerea celulei. Desi, nu exista o formula
de aur pentru mediile de liofilizare, este stiut faptul, ca includerea in componenta lor a unor
componente aditionale minutios selecate (saruri minerale, proteine, polizaharide, antioxidanti
etc.) poate ameliora starea celulelor supuse congelarii si dehidratarii. Alegerea agentilor de
lioprotectie are un impact colosal asupra supravietuirii culturilor sensibile de microorganisme in
procesul liofilizarii si asigurdrii viabilittii si stabilitatii lor genetice.

O particularitate importanta a streptomicetelor este strategia lor de supravietuire in
conditii de stres fiziologic prin capacitatea de a produce spori. Exosporii hidrofobi ai
streptomicetelor au nu numai functia de pastrare a materialului genetic in anumite conditii
nefavorabile, ci sunt adaptati si realizeaza procesul de dispersare in mediu.

Latenta microorganismelor este considerata cruciald in studiul mai multor aspecte din
cadrul stiintelor biologice, cum ar fi: aparitia formelor vii, determinarea criteriilor de materie vie,
mutageneza adaptiva, heterogenitatea populatiei, care la randul sau are o importantd majora
pentru conservarea si pastrarea microorganismelor. In faza de latentd, o importanti majora o are
echipamentul biochimic al sporilor si, in particular, compozitia peretelui celular. Astfel, in
peretele celular au fost identificate substante care protejeaza sporul de diversi factori nefavorabili
ai mediului: aminopolizaharide, glucani, proteine, lipide, etc. [146, 264].

In acelasi timp, majoritatea macromoleculelor necesare pentru activitatea celulard sunt
pre-sintetizate inainte de starea de dormanta a sporilor. In lipsa apei, aceste molecule se afl in
stare inactiva, Insd stabilizarea si protejarea lor este asiguratd de trehalozd — o dizaharida
nereducdtoare, capabild sa substituie apa in conditii de desecare. Acest compus cu rol
multiprotector se gaseste in abundenta in sporii streptomicetelor, asigurand supravietuirea lor in
conditii de congelare, deshidratare, radiatie, stres oxidativ. In acelasi timp, hidroliza trehalozei
reprezinta o etapa importanta in procesul de germinare a sporilor, asigurand substratul energetic
intern pentru reactiile initiale de restabilire a proceselor metabolice [5, 18, 65].

Tehnicile analitice moderne au permis detectarea compusilor celulari autoregulatori, cu
rol major in inhibarea sau stimularea germindrii sporilor streptomicetelor. In calitate de inhibitori
al germindrii sporilor au fost identificati germicidina A — un autoregulator interspecific si

calconele — molecule de semnalizare importante in simbioza streptomicetelor cu plantele. A fost
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demonstrat, ca unele antibiotice ale streptomicetelor (streptomicina, actinorodina, neomicina)
sunt produse in procesul de sporulare si eliminate in exterior in timpul germinarii sporilor pentru
a proteja sporul pana la reactivarea proceselor metabolice interne [4]. Germinarea sporilor este
insotitd si de sporirea cantitatii giberelinelor, conform cercetarilor raportate de specialistii din
domeniu [264].

In practica microbiologica este recomandati utilizarea stimulatorilor pentru germinarea
sporilor: aminoacizi, monozaharide, adenozin monofosfat ciclic, etc. Tendintele actuale de
valorificare a resurselor naturale in toate ramurile activitatii umane inainteaza pe primul plan
cercetarile legate de utilizarea stimulatorilor de origine naturald in procesele biotehnologice. Un
rol important 1n acest sens le revine preparatelor obtinute in baza organismelor autotrofe, cum
sunt de exemplu cianobacteriile sau plantele superioare.

In figura 3.1. este prezentatd schema experientelor realizate la acest capitol, in vederea
evidentierii actiunii unor astfel de preparate asupra viabilitatii tulpinii Streptomyces canosus
CNMN-Ac-02 la utilizarea lor in componenta mediilor de liofilizare si reactivare a culturii

liofilizate.

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

Extracte cianobacteriene Extracte glicozidice vegetale

ridoide erbascozide V

Linaria genistifolia Verbasum phlomoides

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 viabilititii tulpinii Streptomyces canosus

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

Majoritatea microorganismelor vii posedd un mecanism bine dezvoltat de raspuns la
stresul osmotic, producand protectanti care ajutd citoplasma sa mentind presiunea osmotica
echivalentd cu cea a mediului extern. Astfel se cunoaste capacitatea algelor si cianobacteriilor de
a produce substante de origine proteica (acvaporine) capabile sda protejeze celulele proprii,
precum si microorganismele simbionte de actiunea temperaturilor joase. In aceasti ordine de
idei, un inters deosebit prezintd studiul influentei extractelor de origine cianobacteriana asupra
viabilitatii microorganismelor dupa liofilizare. Actualmente 1in cadrul Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie sunt elaborate si studiate pe larg o serie de extracte de origine
cianobacteriand cu activitate biologica 1naltd. Printre acestea se evidentiaza extractul de
aminoacizi si oligopolipeptide din Spirulina platensis CNM-CB-02, utilizat in calitate de
substanta activa a preparatului medical BioR, care poseda actiune antioxidanta, de stabilizare a
membranelor celulare si de stimulare a regenerarii tesuturilor [14].

Pornind de la premiza, cd preparatele obtinute din Spirulina platensis au demonstrat
actiune antioxidanta, antiradicalica, stabilizatoare si de regenerare a membranelor celulare, ne-
am propus scopul de a evalua potentialul lioprotector al acestor extracte. In continuare sunt
prezentate rezultatele testarii a doua preparate obtinute din biomasa cianobacteriei Spirulina
platensis: preparatele PSSz, (un complex de polizaharide sulfatate) si BioR (complex de
aminoacizi si oligopeptide), in calitate de agenti lioprotectori in componenta mediului de
liofilizare, precum si in calitate de solutie de rehidratare a culturii dupa liofilizare si pastrare.

In figura 3.2. sunt prezentate rezultatele cercetarilor cu privire la influenta principiilor de
origine cianobacteriand BioR si PSSz, asupra viabilitatii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02, in
calitate de supliment la mediul de liofilizare gelatina + glucoza (Gel+Gl). Rehidratarea culturii
liofilizate 1n acest caz s-a efectuat cu apa distilata [41].

Astfel, in urma suplimentarii mediului lioprotector cu BioR in concentratia de 0,1 —
10,0%, in toate probele experimentale a fost Inregistrata o crestere a viabilitatii in comparatie cu
proba martor, dar si o viabilitate mai mare fatd de cultura Tnainte de liofilizare. Sporirea
viabilitatii dupa liofilizare a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 se explica prin faptul, ca compusii
de origine cianobacteriana, in calitate de activatori de crestere, contribuie la germinarea sporilor,

care 1n conditii de cultivare standart nu germineaza [14, 17, 199, 255-264].
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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

In continuare, extractele din cianobacterii, de rand cu rolul lor de lioprotectori in
componenta mediilor de liofilizare, au fost testati si In calitate de solutii de rehidratare a
culturilor liofilizate. Solutiile utilizate pentru rehidratare reprezinta extractele cianobacteriene
utilizate la liofilizare intr-o concentratie de 10 ori mai mica.

in figura 3.3. sunt prezentate rezultatele cu referire la viabilitatea tulpinii S. canosus
CNMN-Ac-02 in urma liofilizarii cu utilizarea mediului lioprotector Gel+Gl suplimentat cu

principii de origine cianobacteriana BioR si PSSz, rehidratat cu solutii ale extractelor utilizate.
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Fig. 3.3. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 sub influenta extractelor

de origine cianobacteriand, utilizate in componenta mediilor de liofilizare si rehidratare
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Astfel, in urma liofilizarii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 cu utilizarea Gel+Gl,
suplimentat cu (0,1 — 10,0%) BioR si rehidratat cu solutii de BioR 0,1 — 1,0%, viabilitatea a
sporit cu 16,7+1,40 — 23,22+0,53%. Diferentele sunt inregistrate in dependenta de concentratia
preparatului BioR aplicat la mediul de protectie. In cazul probei de 0,1% BioR, viabilitatea dupa
rehidratare cu apa distilata constituia 105,61+0,66%, iar in urma rehidratarii cu solutie de BioR
0,01% — acest parametru a atins valoarea de 110,46+0,53%. in cazul probei cu 1,0% BioR
rehidratata cu apa distilata viabilitatea constituia 106,17+0,48%, pe cand la rehidratarea aceleiasi
probe cu BioR 0,1% a fost obtinut un efect invers — o viabilitate in descrestere de 103,94+1,40%.
Aceeasi situatie a fost constatata si in cazul probei liofilizate in mediul protector cu 10,0% BioR:
0 viabilitate de 110,45+1,15% a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 la rehidratare cu apa distilata
fata de 104,99+0,62% viabilitate la rehidratare cu solutie BioR 1,0%.

Rezultate similare au fost inregistrate si la utilizarea preparatului PSSz, in calitate de
supliment la mediul lioprotector Gel+Gl in concentratiile de 1,0 — 10,0% si rehidratat cu solutii
de PSSz, in concentratii 0,1 — 1,0%. Astfel, pentru cultura liofilizatd in mediul protector
suplimentat cu 1,0% PSSz, si rehidratatd cu solutie de PSSz, 0,1%, viabilitatea constituia
104,06+2,58%, pe cand pentru aceeasi probd rehidratatd cu apa distilatd S-a Inregistrat o
viabilitate de 109,61+1,04%. La suplimentarea mediului lioprotector cu 5,0% PSSz, si
rehidratarea culturii liofilizate cu 0,5% PSSz, viabilitatea ei a crescut neesential fatd de proba
precedenta, constituind 104,69+0,98%. Rezultatul a fost mai bun in urma rehidratarii probei cu
apa distilatd, proces ce asigurd o viabilitate a culturii de 109,9+1,55%. Viabilitatea culturii
liofilizate in mediul cu 10,0% PSSz, creste pana la 106,38+1,52% in urma rehidratarii cu PSSz,
1,0%. insa si in acest caz viabilitatea culturii este mai mici comparativ cu proba rehidratati cu
apa distilatd — 110,36+1,48%.

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

In cercetarile ulterioare ne-am propus drept scop stabilirea concentratiei minime a
extractelor cianobacteriene In solutia de rehidratare pentru care se pastreazd cea mai inaltd
viabilitate a culturii (din experimentul precedent).

In figura 3.4. sunt prezentate datele cu privire la stabilirea limitelor efectului pozitiv al
solutiilor preparatelor de origine cianobacteriani la rehidratarea probelor liofilizate. In urma
rehidratarii cu solutia de BioR 0,001% a probei liofilizate in mediul protector suplimentat cu
0,1% BioR, viabilitatea culturii constituia 105,98+0,47%, mai putin decat aceeasi proba
rehidratata cu BioR 0,01% (cu viabilitatea de 110,46+0,53%).
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Valoarea maximala a viabilitatii tulpinii studiate prin suplimentarea mediului lioprotector
si a celui rehidratat cu BioR, s-a inregistrat in cazul variantei 0,1% BioR (mediul protector) +
0,01% BioR (solutie de rehidratare), constituind 110,46+0,53% (cu 23,22+1,52 % mai mult
comparativ cu viabilitatea probei martor).

Analizand viabilitatea In urma liofilizarii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 cu utilizarea
in calitate de supliment pentru mediul lioprotector a preparatului PSSz,, iar in calitate de
rehidratant — a solutiei de PSSz, s-a stabilit ca ea creste la utilizarea variantei de 10,0% PSS,
(mediul protector) + 5,0% PSSz, (solutie de rehidratare), constituind 110,56+0,51%, comparativ

cu varianta 10,0% PSSz, (mediu protector) + 5,0% PSSz, (solutie de rehidratare), care asigura o
viabilitate a tulpinii de 106,38+1,52%.
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Fig. 3.4. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02, la utilizarea
concentratiilor optime ale preparatelor de origine cianobacteriana in componenta mediului

de liofilizare si a solutiei de rehidratare a culturii liofilizate

Daca in cazul utilizarii preparatului BioR au fost determinate concentratiile optime pentru
atingerea valorii maximale a viabilitatii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02, aceasta fiind de 0,1%
BioR (mediu protector) + BioR 0,01% (solutie de rehidratare), atunci la utilizarea preparatului
PSSz, 1n calitate de lioprotector si rehidratant a fost inregistrata o crestere continua.

Pentru a gasi raportul optim al compozitiei mediului lioprotector si de rehidratare cu
utilizarea preparatului PSSz,, a fost efectuatdi o serie de experiente cu majorarea ponderii
extractului PSSz, in componenta mediului lioprotector clasic Gel + Gl. In calitate de medii de
rehidratare au fost utilizate apa distilata si solutie de PSSz, 5,0%, care a manifestat efect de

sporire a viabilitatii tulpinii studiate.
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Astfel, in figura 3.5. sunt prezentate rezultatele experientelor ce au vizat viabilitatea
tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 in urma utilizarii concentratiilor sporite de PSSz, (20,0%,
30,0% si 50,0%) in componenta mediilor de protectie si rehidratarea culturii dupa liofilizare cu
apa distilata.

Analiza rezultatelor obtinute, permite sa afirmam, ca preparatul PSSz, in concentratii de
20,0% si 50,0% nu au influentat radical viabilitatea tulpinii comparativ cu proba martor, valorile
fiind mai mari cu cca. 6,0£0,1 — 9,0+1,53%. Schimbari majore au fost observate in urma
suplimentarii mediului lioprotector cu PSSz, in concentratie de 30,0%. In rezultat s-a inregistrat
0 viabilitate de 128,29+6,30%, cu cca. 30,0+5,27% mai mult comparativ cu proba martor.
Generalizand datele din fig. 3.2. — 3.5., este necesar de remarcat faptul, ca acest rezultat este cel

mai inalt dintre toate probele experimentale rehidratate cu apa distilata.
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Fig. 3.5. Viabilitatea tulpinii liofilizate de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 in
dependenta de concentratia extractului PSSz, in componenta mediului de protectie, la

rehidratarea tulpinii cu apa distilata

La etapa urmatoare a cercetarilor a fost evaluata actiunea mediului de rehidratare de
PSSz, 5,0% pentru variantele experimentale de mai sus. In figura 3.6. poate fi observati
viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-ACc-02 in urma utilizarii preparatului PSSz, in concentratii
de 20,0%, 30,0% si 50,0% in componenta mediului lioprotector si rehidratarii culturii liofilizate
cu solutie de PSSz, 5,0%. In cazul probei martor mediul lioprotector a rimas Gel + Gl si proba a

fost rehidratata cu apa distilata.
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Comparand rezultatele prezentate in figura 3.5. cu cele din figura 3.6., constatam ca,
diferenta dintre probele martor in aceste 2 experiente nu este semnificativa: 97,42+0,91% vs
96,64+2,69%, indicand asupra veridicitatii datelor experimentale.

Viabilitatea S. canosus CNMN-Ac-02 in experientele cu utilizarea a 20,0% PSSz, (mediu
protector) + PSSz, 5,0% (solutie de rehidratare) creste nesemnificativ comparativ cu proba
martor, constituind in final 97,3+1,19%. O usoara crestere a viabilitatii (105,47+1,00%) este
inregistrata in varianta experimentala 50,0% PSSz, (mediu protector) + PSSz, 5,0% (solutie de
rehidratare), depasind martorul cu cca. 10,0%.

Schimbari importante au fost inregistrate in cazul suplimentarii mediului lioprotector cu
30,0% PSSz, si rehidratarii culturii liofilizate cu PSSz, 5,0%. In rezultat, viabilitatea tulpinii a
atins 139,51+1,23%, cu cca. 10,0% mai mult fatd de aceeasi proba rehidratata cu apa distilata si
cu cca. 30,0% mai mult comparativ cu proba martor. Comparand datele din fig. 3.4. si 3.5,
observam c4, utilizarea preparatului PSSz, 5,0% pentru cultura liofilizata contribuia la majorarea

viabilitatii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 in raport cu probele rehidratate cu apa distilata.
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Fig. 3.6. Viabilitatea tulpinii liofilizate de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 in
dependenti de concentratia extractului PSSz, in componenta mediului de protectie, la

rehidratarea tulpinii cu solutie 5,0% PSSz,

Pe baza datelor de ansamblu prezentate in figurile 3.2. — 3.6., putem afirma faptul ca,
principiile de origine cianobacteriand BioR si PSSz, obtinute din Spirulina platensis CNM-CB-
02 se deosebesc dupa modul in care influenteaza viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02
atunci, cand sunt utilizate in calitate de agenti lioprotectori sau de rehidratare a culturii de

streptomicete liofilizate. Important de semnalat, insa, este faptul ca aceste extracte naturale, in
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majoritatea variantelor experimantale analizate, sporesc viabilitatea tulpinii dupa liofilizare
comparativ cu proba martor.

Eficienta liofilizarii depinde de mai multi factori, cum ar fi faza de dezvoltare a tulpinii
supuse pastrarii, componenta mediului lioprotector si conditiilor de rehidratare, titrul initial al
culturii liofilizate, temperatura de congelare etc. In sirul acestor factori, un rol important DL are
perioada de pastrare a tulpinii in stare liofilizatd, primul an fiind considerat unul critic pentru
majoritatea culturilor de microorganisme [43].

In continuare sunt prezentate rezultatele evaluirii viabilitatii tulpinii S. canosus CNMN-
Ac-02 dupa 1 an de pastrare in stare liofilizata cu aplicarea preparatelor de origine
cianobacteriand in componenta mediilor protectoare si de rehidratare.

In figura 3.6. poate fi urmarita viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 liofilizata in
prezenta extractelor de origine cianobacteriana BioR (0,1%, 1,0%, 10,0%) si PSSz, (1,0%, 5,0%,
10,0%), reactivata cu apa distilata peste 1 an de pastrare in frigider la +4°C.

Comparand datele prezentate in figura 3.7. cu cele din figura 3.2. (viabilitatea tulpinii S.
canosus CNMN-Ac-02 imediat dupa liofilizare), constatam cd, in toate probele viabilitatea
tulpinii a scazut. Mai pronuntat acest fapt se observd la proba martor. Daca imediat dupa
liofilizare, valoarea viabilitatii constituia 89,36+0,73%, atunci dupa 1 an de pastrare aceasta era
de 79,06+1,36%, deci viabilitatea tulpinii a scazut cu mai mult de 10,0%. O scadere mai putin
pronuntata a viabilitatii culturii se observa la probele liofilizate in mediul protector suplimentat
cu BioR si PSSz
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Fig. 3.7. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupa un an de pastrare in
stare liofilizata in mediul lioprotector Gel+Gl suplimentat cu extracte de origine

cianobacteriana, reactivata cu apa distilata
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Astfel, dupa 1 an de pastrare in stare liofilizata a variantelor experimentale in mediul
protector suplimentat cu BioR, viabilitatea culturii a scazut cu cca. 3,0+0,38 — 7,0+0,85%
comparativ cu cea initiald vs 10,0% in cazul probei martor.

Cercetarile au reliefat urmatoarea dinamica a viabilitétii culturii:

- 0,1% BioR — de la 105,61+0,66% la 101,06+3,42%);

- 1,0% BioR — de la 106,17+0,48% la 99,7+7,15%);

- 10,0% BioR —de la 110,45+1,15% la 107,41+2,28%.

Un efect similar a fost inregistrat la pastrarea timp de 1 an a tulpinii S. canosus CNMN-
Ac-02 liofilizate in mediul protector suplimentat cu PSSz, viabilitatea culturii in acest caz fiind
redusd cu cca. 3,0+0,22 — 5,0+0,46%. in rezultatul reactivarii culturilor liofilizate a fost
inregistratd urmatoarea dinamica a viabilitatii:

- 1,0% PSSz, — de la 109,61+1,04% la 105,53+2,64%);

- 5,0% PSSz, — de la 109,9+1,55% la 106,21+3,02%;

- 10,0% PSSz, — de la 110,36+1,48% la 107,2+3,01%.

Rezultatele obtinute atestd o actiune pozitivd a extractelor studiate asupra ratei de
supravietuire a tulpinii de streptomicete pastrate timp de 1 an in stare liofilzatd pe medii de
protectie suplimentate cu preparate cianobacteriene.

In continuare, a fost apreciati viabilitatea tulpinii in aceleasi conditii de pastrare,
utilizand solutiile de BioR si PSSz, pentru reactivarea culturii.

Din datele prezentate in figura 3.8. se observa viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-
02 in urma pastrarii timp de 1 an sub forma liofilizata, in prezenta principiilor de origine
cianobacteriand si rehidratata cu solutii de BioR si PSSz,.

Pentru proba martor, variabilitatea dupa 1 an de pastrare in stare liofilizatd scade cu cca.
11,0+1,37% fatd de valoarea initiala. In cazul culturii liofilizate in mediu protector cu BioR si
rehidratate cu solutii de BioR, a fost Inregistrata urmatoarea dinamica a viabilitatii:

- 0,1% BioR (mediu protector) + BioR 0,01% (solutie de rehidratare) — de la

110,46+0,53% la 108,55+1,26%;

- 1,0% BioR (mediu protector) + BioR 0,1% (solutie de rehidratare) — de la

103,94+1,40% la 101,46+1,83%;

- 10,0% BioR (mediu protector) + BioR 1,0% (solutie de rehidratare) — de la

104,99+0,62% la 102,21+0,84%.

Astfel, viabilitatea culturii peste 1 an de pastrare in stare liofilizatd in mediu cu BioR a

scazut cu cca. 2,0+0,07% comparativ cu cea initiala, mai putin comparativ cu proba martor.
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Fig. 3.8. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupa 1 an de pastrare in
stare liofilizata in mediul lioprotector Gel+Gl suplimentat cu BioR si PSSz, reactivata cu

solutii respective de extracte de origine cianobacteriana

In urma reactivarii culturii cu solutii de PSSz, din stare liofilizata in mediul lioprotector
suplimentat cu PSSz, in diferite concentratii, a fost inregistratd urmatoarea dinamica a viabilitatii
dupa 1 an de pastrare:

- 1,0% PSSz, (mediu protector) + PSSz, 0,1% (solutie de rehidratare) — de la
104,06+2,58% la 99,31+3,73%;

- 5,0% PSSz, (mediu protector) + PSSz, 0,5% (solutie de rehidratare) — de la
104,69+0,98% la 101,71+0,64%;

- 10,0% PSSz, (mediu protector) + PSSz, 1,0% (solutie de rehidratare) — de la
106,38+1,52% la 102,78+1,37%.

Deci, peste 1 an de pastrare sub forma liofilizata, viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-
Ac-02 scade cu cca. 4,0+0,36-5,0+0,51% in cazul utilizarii extractului PSSz,, de 2 ori mai putin
decat la proba martor.

In continuare, a fost evaluati viabilitatea culturii peste un an de pastrare sub forma
liofilizatda in mediul lioprotector suplimentat cu PSSz, in concentratii majorate, probele
experimentale fiind rehidratate cu apa distilata.

Din datele prezentate in figura 3.9., se observa o scadere cu cca. 8,0+1,32% a viabilitatii
culturii din proba martor dupd 1 an de pastrare in stare liofilizata. Pe cand, in probele liofilizate
in mediul lioprotector suplimentat cu PSSz, a fost inregistratd urmatoarea ratd de scadere a

viabilitatii culturii:
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- 20,0% PSSz, —de la 102, 93+0,1% la 99,58+1,65%;
- 30,0% PSSz, — de la 128,29+6,30% la 118,00+5,65%;
- 50,0% PSSz, — de la 105,79+1,53% la 102,98+0,36%.
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Fig. 3.9. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupa 1 an de pastrare in
stare liofilizata in mediul lioprotector Gel+Gl suplimentat cu PSSz, in concentratii sporite,

reactivata cu apa distilata

Astfel, daca in cazul suplimentarii mediului protector cu PSSz, in concentratie de 20,0%
si 50,0%, viabilitatea culturii liofilizate dupa 1 an de pastrare scade cu cca. 2 — 3%, atunci la
suplimentarea mediului de protectie cu PSSz, In concentratie de 30,0%, viabilitatea scade cu cca.
10%. Dar si in aceste circumstante, cea din urma variantd Inregistreaza cel mai Tnalt nivel al
viabilitatii tulpinii S. canosus CNMN-ACc-02 la pastrare in stare liofilizata timp de 1 an.

In continuare, pentru reactivarea culturii S. canosus CNMN-Ac-02 dupi 1 an de pastrare
in stare liofilizatd Tn mediul protector suplimentat cu PSSz, in concentratie de 20,0%, 30,0% si
50,0%, a fost utilizata solutia de PSSz, 5,0%.

Din datele prezentate in figurile 3.6. si 3.10., se observa ca viabilitatea culturii din proba
martor scade cu cca. 6,0+0,75% dupa 1 an de pastrare, iar in urma utilizarii concentratiilor
corespunzatoare de PSSz, in calitate de supliment la mediul lioprotector si prin revitalizare cu
solutie de PSSz, 5,0%, a fost observata urmatoarea tendinta de scadere a viabilitatii culturii:

- 20,0% PSSz, — de 1a 97,30+1,19% la 95,34+0,54%;
- 30,0% PSSz, — de la 139,51+1,23% la 136,70+1,94%;
- 50,0% PSSz, — de la 105,47+1,00% la 99,49+0,13%.
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Astfel, in cazul rehidratarii cu solutie de PSSz, 5,0% a probelor liofilizate in medii
lioprotectoare suplimentate cu PSSz, in concentratic de 20,0%, 30,0% si 50,0%, viabilitatea

tulpinii cercetate scade nesemnificativ dupa 1 an de pastrare.
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Fig. 3.10. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupa 1 an de pistrare in
stare liofilizata in mediul lioprotector Gel+Gl suplimentat cu PSSz, in concentratii sporite,

reactivata cu solutie de PSSz, 5,0%

Analizand datele din figura 3.10., se constata, ca in cazul probei (PSSz, de 50,0%) cu o
ratd de scadere a viabilitatii comparabila cu cea din proba martor, viabilitatea in varianta
experimentala este cu 8,0+0,58% mai mare comparativ cu martorul.

Cel mai bun rezultat a fost obtinut in urma reactivarii cu solutie de PSSz, de 5,0% a
culturii de S. canosus CNMN-Ac-02 pastrate in stare liofilizatd in mediul lioprotector
suplimentat cu PSSz, 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 duratd a tulpinii este extractul
cianobacterian PSSz, in concentratie de 30,0%, iar pentru reactivarea culturii dupa liofilizare cea
mai potrivita este solutia PSSz, de 5,0%.

Aceasta concluzie este sustinutd de cea mai inalta rata 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.
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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 beneficiaza de un interes considerabil datoritd potentialelor
proprietati antioxidante si sunt testati pentru o gama larga de actiuni stimulatoare [240].

In cercetirile noastre au fost utilizate extractele glicozidice vegetale: extractul LG
(iridoide obtinute din Linaria genistifolia) si extractul VP (flavonoide obtinute din Verbascum
phlomoides).

Conform surselor literare, glicozidele sunt compusi cu o activitate foarte inalta, ceea ce
determind utilizarea lor 1n cantitati foarte mici. De exemplu, in cercetdrile cu privire la influenta
glicozidelor asupra culturilor agricole au fost utilizate concentratii de 10%-10"%, cu o expozitie
de 0,5 — 24 ore [169, 251]. Reiesind din aceste considerente, extractele glicozidice au fost
utilizate in concentratii de 0,05%, 0,005% si 0,0005% din volumul mediului de liofilizare a
tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02.

Pentru inceput, a fost verificata eficienta glicozidelor din Linaria genistifolia si
Verbascum phlomoides in calitate de lioprotectori utilizati in componenta mediului de liofilizare
a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02.

In figura 3.11. 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 probelor liofilizate cu apa distilata.
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Fig. 3.11. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 in urma liofilizirii, cu
utilizarea mediului lioprotector Gel+Gl suplimentat cu glicozide, la reactivare cu apa

distilata
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Din datele prezentate in figura, se observa o viabilitate scazuta a culturii din proba martor
— 86,19+1,89% si o viabilitate mult mai mare a culturii liofilizate in prezenta glicozidelor
vegetale adaugate la mediul lioprotector.

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
utilizdrii acestui extract in concentratie de 0,0005%, viabilitatea culturii dupa liofilizare
constituind 139,61+3,17%. In general, toate variantele experimentale au prezentat rezultate mult
mai Tnalte comparativ cu proba martor, acestea fiind cuprinse 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 decat varianta de control). Valoarea
maximala a viabilitatii de 130,20+0,80% a fost obtinuta prin suplimentarea mediului lioprotector
cu extract VP in concentratie de 0,005% [39, 40].

Este necesar de a mentiona ca glocozidele vegetale, indiferent de concentratia aplicata, au
asigurat o viabilitate mai mare a streptomicetelor dupa liofilizare fata de proba martor.

In continuarea cercetarilor la acest compartiment, a fost evaluati eficacitatea glicozidelor
vegetale in caliatate de solutie de reactivare a streptomicetei dupa liofilizare. Astfel, in figura
3.12. sunt prezentate rezultatele experientei cu privire la viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-
Ac-02 dupa liofilizare, cu utilizarea mediului lioprotector Gel+Gl, suplimentat cu glicozide din
plante salbatice de Linaria genistifolia si Verbascum phlomoides, si resuspendat cu solutii de
principii mentionate, a cdror concentratie a fost micsorata de 10 ori in raport cu cantitatea de
principiu utilizata pentru liofilizare.

Deoarece experienta a avut loc in paralel cu probele rehidratate cu apa, pentru comparare
a fost utilizata aceeasi proba martor care constituia 86,19+1,89%.

In urma utilizarii in calitate de rehidratant a solutiilor de iridoide, au fost obtinute
urmatoarele valori ale viabilitatii:

- LG 0,05% (mediu protector) + LG 0,005% (mediu de rehidratare) —

121,86+1,34%;

- LG 0,005% (mediu protector) + LG 0,0005% (mediu de rehidratare) —

127,83+0,59%;

- LG 0,0005% (mediu protector) + LG 0,00005% (mediu de rehidratare) —

140,09+3,23%;
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- LG 0,00005% (mediu protector) + LG 0,000005% (mediu de rehidratare) —

133,75+1,23%.

In rezultat viabilitatea probelor de S. canosus CNMN-Ac-02 rehidratate cu solutii de
glicozide de Linaria genistifolia a constituit cu 35,67+1,72 — 53,90+2,11% mai mult comparativ

cu proba martor.
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Fig. 3.12. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 in urma liofilizarii si

reactivirii in medii cu extracte glicozidice

Efectuand rehidratarea probelor liofilizate cu solutii de flavonoide VP, au fost obtinute
urmatoarele rezultate a viabilitatii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02:

- VP 0,05% (mediu protector) + VP 0,005% (mediu de rehidratare) — 126,45+2,51%;

- VP 0,005% (mediu protector) + VP 0,0005% (mediu de rehidratare) —

132,21+2,86%;

- VP 0,0005% (mediu protector) + VP 0,00005% (mediu de rehidratare) —

123,28+3,28%.

A fost stabilit, ca in dependenta de mediul de rehidratare utilizat, viabilitatea a depasit
proba martor cu 37,09+2,53 — 46,02+4,16%.

Analiza comparativa a rezultatelor prezentate in figurile 3.11 si 3.12 indica 0 influenta
pozitivd nesemnificativa (0,5+0,06 — 2,0+£0,37% fata de proba martor) a extractelor glicozidice
din componenta mediilor de rehidratare asupra viabilitatii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02.

Pentru a verifica stabilitatea in timp a actiunii extractelor glicozidice vegetale obtinute

din Linaria genistifolia si Verbasum phlomoides asupra viabilitatii streptomicetelor, a fost
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verificata viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 peste 1 an de pastrare in stare liofilizata
in medii suplimentate cu extracte glicozidice.

In figura 3.13. sunt prezentate rezultatele evaluirii viabilitatii tulpinii S. canosus CNMN-
Ac-02 in urma liofilizarii in mediul lioprotector Gel+Gl, suplimentat cu extractele naturale LG si
VP in diverse concentratii si rehidratarii probelor liofilizate cu apa distilata peste 1 an de pastrare

a tulpinii.
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Fig. 3.13. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupa 1 an de péstrare in
stare liofilizata in mediul lioprotector Gel+Gl suplimentat cu glicozide, reactivati cu apa

distilata

Din datele prezentate in figurd se observa o scadere a viabilitatii culturii din proba martor
dupa 1 an de pastrare in stare liofilizata pana la 77,51+0,95% (cu cca. 9,0+0,38%). Pe cand, in
probele liofilizate in mediul lioprotector suplimentat cu glicozide LG, a fost inregistrata
urmatoarea rata de scadere a viabilitatii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02:

- 0,05% LG —de la 121,86+1,34% la 116,62+0,59% — cu 5,24%;

- 0,005% LG —de la 127,27+0,59% la 121,19+3,54% — cu 6,08%;

- 0,0005% LG — de la 140,09+3,23% la 125,41+3,11% — cu 14,68%;

- 0,00005% LG —de la 133,75+1,23% la 116,164+2,91% — cu 17,59%.

In probele liofilizate in mediul lioprotector suplimentat cu glicozide VP, a fost
inregistratd urmatoarea rata de scadere a viabilitatii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 dupa 1 an
de pastrare in stare liofilizata:

- 0,05% VP —de la 125,07+1,98 la 114,49+2,67% — cu 10,58%;

- 0,005% VP — de la 130,20+0,80 la 117,04+0,61% — cu 13,16%;
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- 0,0005% VP —de la121,22+0,60 la 112,19+1,59% — cu 9,03%.

Deci, dupa 1 an de pastrare a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 in medii de liofilizare
suplimentate cu iridoide LG (0,05 — 0,00005%), viabilitatea culturii a scazut cu 4,24+0,39 —
17,59+2,18%, iar la suplimenatrea mediului protector cu flavonoide VP (0,05 — 0,0005%) —
viabilitatea a scazut cu 9,03+1,26 — 13,164+4,40%. Desi rata de scadere a viabilitatii culturii de
streptomicete, peste 1 an de pastrare, este mai mare in probele liofilizate in medii suplimentate
cu glicozide fatda de proba martor, totusi viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 raméane la
un nivel superior la pastrarea pe aceste medii: cu cca. 38,65+3,47 — 48,0+6,38% la suplimentarea
mediului protector cu glicozide LG si cu cca. 34,68+1,66 — 39,53+4,26% la suplimentarea
mediului protector cu glicozide VP.

In continuare, a fost apreciati viabilitatea tulpinii in aceleasi conditii de pastrare,
utilizand solutiile de glicozide vegetale pentru reactivarea culturii.

Din datele prezentate in figura 3.14. se observa viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-
Ac-02 rehidratate cu solutii ale extractelor LG si VP dupa 1 an de pastrare in forma liofilizata in

prezenta glicozidelor vegetale.
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Fig. 3.14. 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 medii

cu extracte glicozidice

Analiza rezultatelor prezentate in figurile 3.13. si 3.14. a evidentiat actiunea favorabild a

extractelor glicozidice in calitate de solutii de rehidratare a culturii de streptomicete dupd 1 an de
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pastrare. Astfel, la reactivarea culturii liofilizate cu extract LG, viabilitatea ei a depasit cu 2,86 —
13,44+3,11% aceleasi variante experimentale rehidratate cu apa distilatd, si cu 2,57+0,42 —
11,69+0,61% in cazul utilizarii pentru reactivare a extractului VP.

Si in acest caz, s-a observat scaderea viabilitatii culturii S. canosus CNMN-Ac-02 dupa 1
an de pastrare cu 3,0+0,56 — 7,0+£1,12% pentru probele liofilizate pe medii suplimentate cu
iridoide LG si cu 3,0+0,24 — 12,0+0,95% in cazul mediilor suplimentate cu flavonoide VP.

Cu toate acestea, viabilitatea tulpinii de streptomicete este mai mare peste 1 an de
pastrare in stare liofilizatd pe medii protectoare suplimentate cu glicozide vegetale: cu
36,94+2,72 — 61,34+3,50% in cazul utilizarii extractului LG si cu 37,2542,68 — 51,22+3,04% in
cazul utilizarii extractului VP.

Pe baza rezultatelor de ansamblu, putem constata influenta pozitivd 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.

3.3. Concluzii la capitolul 3

1. Utilizarea extractelor cianobacteriene si vegetale in calitate de agenti lioprotectori,
asigura o rata de supravietuire sporita a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 in procesul
liofilizarii.

2. Sporirea numarului de celule viabile dupa liofilizare (105,0% — 110,0% fata de proba
initiald), in prezenta in mediul lioprotector al extractelor BioR, PSSz, iridoide LG si flavonoide
VP, se explicd prin actiunea stimulatoare a extractelor naturale asupra germindrii sporilor
streptomicetei, care se aflau in stare de latenta.

3. Cel mai bun efect lioprotector al extractelor cianobacteriene a fost inregistrat la
utilizarea extractului de PSSz, in concentratie de 30,0% in componenta mediului lioprotector
gelatina 2,5% + glucoza 7,5%.

4. Glicozidele vegetale obtinute din Linaria genistifolia si Verbascum phlomoides au
manifestat o actiune lioprotectoare mai pronuntatd comparativ cu extractele de origine
Cianobacteriana.

5. Cel mai bun efect lioprotector al extractelor vegetale a fost inregistrat la
suplimentarea mediului lioprotector gelatina 2,5% + glucoza 7,5% cu iridoide din Linaria
genistifolia in concentratie de 0,0005%.

6. Ultilizarea extractelor cianobacteriene si vegetale in calitate de solutii de reactivare a
culturii dupa pastrare in stare liofilizata a stimulat nesemnificativ viabilitatea tulpinii S. canosus

CNMN-ACc-02, in comparatie cu apa distilata.
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4. INFLUENTA PREPARATELOR BIOLOGIC ACTIVE DE ORIGINE
CIANOBACTERIANA SI VEGETALA ASUPRA CARACTERELOR
MORFO-CULTURALE ALE TULPINII Streptomyces canosus CNMN-Ac-02
iN PROCESUL LIOFILIZARII

Asigurarea stabilitatii culturii in procesul de pastrare prezinta interes atat pentru industrie,
cét 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 [236]. Cu atat mai important este
acest aspect in procesul de pastrare a actinomicetelor, ce se caracterizeaza printr-0 variabilitate
mult mai mare in comparatie cu alte microorganisme [61, 108, 114].

Conform specialistilor in domeniu, acest grad inalt de variabilitate se explica prin
urmatoarele caracteristici ale acestui grup de microorganisme:

- Abilitatea de formare a sporilor si miceliului aerian;
- Fragmentarea miceliului vegetativ;

- Colorarea miceliului aerian si a celui de substrat;

- Sinteza pigmentilor difuzati in mediu solid;

- Activitatea antimicrobiana [19].

Pe parcursul ciclului vital actinomicetele, si, in special, streptomicetele, formeaza doua
tipuri diferite de miceliu: miceliul de substrat, care creste in si pe mediul de cultura solid si miceliul

aerian, care creste pe primul si pe care se formeaza sporii (Figura 4.1.) [163].

Miceliu
aerian

03

R :‘«i‘guiﬂ’a\alf’éi i
=2 = :

A

Miceliu de
substrat

Fig. 4.1. Reprezentarea schematici a celor doua tipuri de miceliu caracteristic

actinobacteriilor [163]

78



Ciclul vital complex al acestor microorganisme (Figura 4.2) incepe cu germinarea
sporilor in conditii favorabile. Germinarea nu include fisiunea binara, ci elongarea tuburilor de
germinare. In urma acestui proces se formeazi miceliul vegetativ (de substrat). In continuare,
incepe diferentierea miceliului din centrul coloniei, cu formarea sporoforilor (miceliul aerian).
Urmeaza spiralizarea hifelor aeriene, apoi dividerea sincrond a celulelor si formarea
compartimentelor monoploide, din care se vor forma sporii de rezistenta. Sporii se formeaza prin
fragmentarea filamentelor si sunt aranjati in lanturi de forma dreapta, ondulata sau elicoidala.

Suprafata sporilor poate fi neteda, rugoasa, acoperita cu ghimpi sau perisori [8, 114, 212].
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Antibiot?c | e
production > |
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Fig. 4.2. Reprezentarea schematica a ciclului vital al actinomicetelor [8]

La inceput coloniile sunt lucioase, dar odatd cu dezvoltarea miceliului aerian pot capata
aspect granular, pufos sau catifelat [13, 30].

O caracteristicd importantd a streptomicetelor este producerea unei varietdti mari de
pigmenti — manifestare vizuald a sintezei metabolitilor secundari. Pigmentii, responsabili de
culoarea miceliului si a substratului, indicd sinteza diferitor grupuri de compusi chimici. In
scopuri practice, metabolitii sunt clasificati dupd culori, unele exemple din diverse surse
bibliografice fiind prezentate in Figura 4.3. [51, 182, 208, 226].

Pigmentii melanoizi nu sunt esentiali pentru cresterea si dezvoltarea microorganismelor,

dar au un rol crucial in imbunatatirea capacitatii de supravietuire si competitivitate a lor [8].
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Rosu —portocaliu Ex. Prodigiosine si derivate

Ex. Antracicline, grisiorodine,

mitomicine, micorodine

Ex. Celicomicina-actinorodina,
litmocidina

Ex. feroverdina, viridiomicina

Ex. pigmenti melanoizi

Fig. 4.3. Exemple de pigmentii produsi de streptomicete

Pornind de la necesitatea selectarii conditiilor optime pentru conservarea pe termen lung
a microorganismelor, care sa asigure protejarea celulelor microbiene de deteriorarile ce apar in
timpul depozitarii si tindnd cont de instabilitatea geneticd a actinobacteriilor, cercetatorii au
stabilit in calitate de indicatori ai crio-eficacitatii procesului de conservare gradul de
supravietuire si modificarile compozitiei populatiei microbiene.

In vederea optimizarii mediilor de protectie pentru depozitarea actinomicetelor, Filippova
si co-autorii au studiat efectul diferitor medii de protectie asupra variabilitatii populatiei de
streptomicete. S-a stabilit ca stabilitatea spectrului disociativ al Streptomyces ruber K-3946 a
fost mai mare atunci cand a fost pastrata in glicerina 15% sau mediu cu dimetilsulfoxid 3% si
hexilrezorcinol 0,1% sau 0,005%. In acelasi timp, populatia streptomicetei si-a pastrat
omogenitatea, fiind compusa de colonii de tip dominant. O crestere semnificativa a variabilitatii
populatiei acestei tulpini a fost observata in urma pastrarii in D,O de 20% [267].

Populatia tulpinii Mycobacterium phlei K-4041 a fost reprezentata de trei tipuri
morfologice coloniale. Tipul dominant a avut o colonie de forma convexd, cu O margine
neregulata, incretita, de culoare galbena. Tipul de pigmentare a fost caracterizat de colonii mai
mici, cu o parte centrala incolora. Tipul pitic (tipul 3) a avut colonii mici (cu diametrul de
aproximativ 2 mm). In populatia de Rhodococcus rhodochrous K-3285, au fost identificate doua
tipuri de colonii: tipul dominant cu suprafata si margine netede, de culoare roza si tipul pitic

reprezentat de mici colonii de culoare palida. Astfel, cercetarile indica asupra selectivitatii
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efectului crioprotector al mediilor protectoare asupra diverselor tulpini de actinomicite in timpul
depozitarii. A fost stabilit, cd efectul stabilizator asupra conservarii viabilitatii celulare si
gradului de variabilitate a populatiei in timpul depozitarii este asigurat de medii specifice: pentru
S. rubber K-3946 — mediul cu 5% glicerol si mediul pe baza de 3% DMSO suplimentat cu
0,005% 4-n-hexilrezorcina; pentru M. plhei K-4041 — mediul cu 10% DMSO si pentru R.
rhodochrous K-3285 — mediul cu 20% D,0 [267].

Experimentele efectuate de microbiologii rusi au confirmat importanta si necesitatea de a
studia schimbarile caracterelor morfologice si culturale ale S. canosus CNMN-Ac-02 dupa
liofilizare si depozitare pe medii lioprotectoare [267].

Examinarea coloniilor de pe suprafata mediilor agarizate in cutii Petri permite
determinarea caracterelor morfo-culturale, deseori cu semnificatie importanta in aprecierea starii
culturii si activitatii sale biologice, iar uneori si cu semnificatie sistematica.

Structura populatiei de streptomicete si stabilitatea ei a fost luatad in calcul si la etapa de
selectare a regimului de congelare a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 inainte de liofilizare.
Astfel, pentru tulpina S. canosus CNMN-Ac-02 au fost testate trei regimuri de congelare: -20°C;
-50°C si -80°C. Populatia acestei tulpini pastrate in colectie (martor) este reprezentata de 2 tipuri
de colonii, cu miceliu alb si gri. Dupa liofilizare si congelare la -20°C, s-au observat trei tipuri de
colonii ale miceliului aerian: 79,3% de culoare alba (4 — 6 mm), 14,4% culoare gri (7,4 mm) si
6,3% culoare alba (1 mm), iar miceliul substratului, respectiv: incolor, gri si albui. Dupa
liofilizare si congelare la -50°C, 89,5% din colonii au fost cu miceliul aerian si miceliu de
substrat de culoare alba si 10,5% colonii - cu miceliu aerian si de substrat gri, dimensiunile fiind
de 4,7 si, respectiv, 4,6 mm. In cazul aplicarii regimului de congelare de -80°C, a aparut un tip
nou de colonii - cu miceliul de substrat gélbui.

Astfel, pentru o mai bund conservare a streptomicetelor si mentinerea stabilitatii
populatiei prin aplicarea metodelor individuale de liofilizare, a fost ales regimul optim de
inghetare Tnainte de liofilizare a tulpinilor studiate: -50°C [31].

Avand in vedere particularitatile de dezvoltare ale streptomicetelor, am optat pentru
verificarea stabilitatii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 in procesul liofilizarii, prin analiza
caracterelor morfologice ale coloniilor formate pe medii solide specifice, conform schemei din

Figura 4.4.
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suplimentat cu

S. canosus CNMN-Ac-
02 in mediul protector Martor
Geatina+Glucoza

preparate
cianobacteriene si
vegetale
A.
Preparatele Conc., %
1- BioR 0,1;1,0; 10,0
2- PSSz, 1,0; 5,0; 10,0
3- Iridoide LG 0,00005; 0,0005; 0,005; 0,05
4- Verbascozide VP 0,0005; 0,005; 0,05
B | e rrrra s | R
Mediul agarizat
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Fig. 4.4. Etapele studiului stabilitatii morfologice a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-
Ac-02 la pastrare in stare liofilizata: A — prepararea mediilor protectoare, B —
determinarea numaérului de celule viabile si caracterelor morfologice ale coloniilor, C —
liofilizarea culturii, D — revitalizarea culturii si insiméntarea pe mediul agarizat, E —

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

Pornind de la premiza, cd exista o dependenta intre tipul morfologic al coloniei si
activitatea sa, ne-am propus obiectivul de a studia evolutia coloniilor tipice ale tulpinii S.
canosus CNMN-Ac-02 sub influenta extractelor de origine cianobacteriand, utilizate in mediile
de suspendare a sporilor streptomicetei inainte de liofilizare si in mediile de reactivare a culturii
dupa pastrare in stare liofilizata [192, 193].

Cele 2 preparate obtinute din cianobacteria Spirulina platensis au manifestat o actiune

diferita asupra proprietatilor morfologice si de cultura ale tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02

(Figura 4.5., Tabelul 4.1).
1. D
3. D 4.
6. . 7.

Fig. 4.5. Aspectul coloniilor de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 cultivate pe mediul

Czapek, PL (martor) si DL (probe experimentale) in prezenta compusilor de origine
cianobacteriana:
1 - Martor; 2 - 0,1% BioR; 3 -1,0% BioR; 4 — 10,0% BioR; 5 - 1,0% PSSz;;
6 — 5,0% PSSzn; 7 —10,0% PSSz,
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le morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02
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In ceea ce priveste culoarea miceliului aerian, modificarea acesteia a fost observati la
tulpina studiata inainte de liofilizare, numai in cazul suspendarii culturii in mediul lioprotector
suplimentat cu extract PSSz, in concentratie de 1,0 — 10,0%. Insa, dupa liofilizare, modificarea
culorii miceliului aerian a fost observata la toate variantele experimentale [14].

Modificarea culorii miceliului de substrat comparativ cu proba martor de asemenea a fost
observata in urma suplimentarii mediului lioprotector cu prepartul PSSz,, iar dupa liofilizare
aceste schimbari au fost atestate si la martor. O modificare analogica a culorii miceliului de
substrat a fost observata si in urma utilizarii in componenta mediului de liofilizare a extractului
BioR.

Culoarea miceliului de substrat nu a suferit schimbari in cazul utilizdrii in mediul de
liofilizare a preparatului PSSz,. La insamantarea culturii liofilizate in prezenta preparatului BioR
in concentratiile de 1,0 si 10,0%, a fost observata eliminarea in mediul agarizat Czapek a
pigmentului roz-palid.

Forma coloniilor nu a suferit schimbari majore dupa liofilizare, predominand coloniile de
tipul-L, dar in prezenta extractului PSSz,, acestea au devenit filiforme sau cutate.

Marginea coloniilor pana si dupa liofilizare a fost practic identica, cu exceptia variantei
cu adaos de BioR (0,1 si 10,0%). In aceste variante a fost depistati si modificarea profilului
coloniilor.

in Tabelul 4.2. si Figura 4.6. sunt prezentate datele comparative ale proprietitilor morfo-
culturale ale tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 pana si dupa liofilizare si reactivare a culturii cu
extractele BioR si PSSz.

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 proba martor, in ceea ce priveste miceliul de substrat. Aceste schimbari au fost mai evidente
in cazul utilizarii extractului de polizaharide sulfatate.

Aparitia pigmentului solubil, care modificd culoarea mediului agarizat de cultivare
Czapek in roz-palid a fost inregistrata la probele liofilizate si reactivate in prezenta extractului
PSSzn.

In ceea ce priveste particularititile formei, marginii si profilului coloniilor caracteristice
probelor experimentale liofilizate si reactivate cu utilizarea preparatelor de origine
cianobacteriand, modificdri majore nu au fost Inregistrate. Dupa liofilizare caracteristicile

morfologice enumerate nu au suferit schimbari.
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5.

Fig. 4.6. Aspectul coloniilor de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 cultivate pe mediul

Czapek, PL (martor) si DL (probe experimentale) si reactivare in prezenta extractelor de
origine cianobacteriana: 1 — Martor; 2 — 0,1% BioR + BioR 0,01%; 3 - 1,0% BioR + BioR
0,1%; 4 - 10,0% BioR + BioR 1,0%; 5 - 1,0% PSSz, + PSSz, 0,1%; 6 — 5,0% PSSz, +
PSSzn 0,5%; 7 — 10,0% PSSz, + PSSz, 1,0%

In continuare, a fost verificata stabilitatea culturii de streptomicete in procesul de stabilire
a limitelor efectului pozitiv al extractelor cianobacteriene asupra ratei de supravietuire a tulpinii
S. canosus CNMN-Ac-02 in procesul liofilizarii, iar rezultatele sunt prezentate in Tabelul 4.3. si
Figura 4.7.

In acest caz a fost inregistrati o schimbare evidentd in ce priveste capacitatea de a
produce pigmenti solubili si colorare a mediului agarizat in culoare galben — portocaliu in cazul
suplimentarii mediului lioprotector cu extract de PSSz, in concentratie de 10,0% si utilizarea

solutiei de 5,0% de PSSz, pentru regenerarea streptomicetelor dupa liofilizare.



Tabelul 4.3. Proprietitile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02
cultivate pe mediul Czapek, PL si DL si rehidratate in prezenta compusilor de origine

cianobacteriana (stabilirea limitelor efectului pozitiv)

Diametrul
. A Culoarea . .
coloniilor, Miceliul mediului Forma Marginea Profilul
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Fig. 4.7. Aspectul coloniilor de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 cultivate pe mediul
Czapek, PL (martor) si DL (probe experimentale) si reactivare in prezenta extractelor de
origine cianobacteriana, in cadrul stabilirii limitelor efectului lor pozitiv:

1 - Martor; 2 -0,1% BioR + BioR 0,001%; 3 — 10,0% PSSz, + PSSz, 5,0%

in Tabelul 4.4. si Figura 4.8. sunt prezentate rezultatele actiunii preparatului PSSz, din
spirulina, utilizat in componenta mediului lioprotector in concentratii mari (20,0% — 50,0%),
asupra proprietatilor morfo-culturale ale tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02, rehidratate cu apa
distilata.
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Tabelul 4.4. Proprietitile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02
cultivate pe mediul Czapek, PL si DL in prezenta concentratiilor sporite ale preparatului

PSSzn, rehidratata cu apa distilata

Diametrul
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Analiza datelor prezentate in Tabelul 4.4., ne permite sa observam colonii cu dimensiuni
mai mari in cazul utilizarii in mediul lioprotector a extractului de polizaharide sulfatate in
concentratie de 30,0%.

Unele modificari ale culorilor si nuantelor miceliului aerian au fost observate atat la
proba martor, cat si la variantele experimentale, deosebirile fiind in dependentd de concentratia
de PSSz.

Dupa liofilizarea si rehidratarea tulpinii cu utilizarea in componenta mediului lioprotector
a extractului PSSz, in diferite concentratii, nu au fost observate schimbari ale miceliul de
substrat.

Utilizarea PSSz, din spirulind in concentratie de 20,0% a adus la modificarea culorii

mediului de cultivare in violet inchis si in concentratie de 50,0% — in roz de marmura.
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Modificari esentiale in ceea ce priveste forma, marginea si profilul coloniei la tulpina
studiatd dupa liofilizare in prezenta PSSz, In concentratiile mentionate de mai sus, nu au fost

inregistrate.

2. 3. 4.
Fig. 4.8. Aspectul coloniilor de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 cultivate pe mediul
Czapek, PL (martor) si DL (probe experimentale) in prezenta polizaharidelor sulfatate cu
zing, rehidratata cu apa distilata: 1 — Martor; 2 — 20,0% PSSz,; 3 — 30,0% PSSzy;
4 —50,0% PSSz,

Dupa cum se observa in Tabelul 4.5. si Figura 4.9., inlocuirea apei distilate cu solutie de
PSSz, in concentratie de 5,0% pentru reactivarea culturii liofilizate in medii cu continut de
20,0%, 30,0% si 50,0% PSSz, a dus la un sir de modificari minore, cum ar fi de exemplu
majorarea diametrului coloniilor la varianta liofilizata pe mediul suplimentat cu 30,0% PSSz,
(4,5-5,5mm).

Culoarea miceliului aerian si de substrat a ramas neschimbata. De asemenea, nu a fost
observat pigmentul solubil in mediul de cultivare capabil sd modifice culoarea acestuia dupa
liofilizare si rehidratare cu solutii de PSSz, La utilizarea solutiei de PSSz, in calitate de
rehidratant nu au fost observate modificari ale formei, marginii si profilului coloniilor.

in concluzie, putem afirma, ca inlocuirea apei distilate cu solutie de PSSz, in calitate de
rehidratant nu are o influenta majora asupra proprietatilor morfo-culturale ale tulpinii S. canosus
CNMN-Ac-02 studiate.
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Tabelul 4.5. Proprietitile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02

cultivate pe mediul Czapek, PL si DL si rehidratate in prezenta extractului PSSz,
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Fig. 4.9. Coloniile tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 cultivate pe mediul Czapek,

PL (martor) si DL (probe experimentale) in prezenta polizaharidelor sulfatate cu zinc,

rehidratate cu solutii de principii utilizate: 1 — Martor; 2 — 20,0% PSSz, + PSSz, 5,0%;
3-30,0% PSSz, + PSSz, 5,0%0; 4 — 50,0% PSSz, + PSSz, 5,0%
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Tabelul 4.6. Propriet
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-culturale ale tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02, dupa 1 an de

tilor morfo

b

a

Analiza propriet

si figura 4.10.

A

trare 1n stare liofilizata a relevat mai multe modificari fenotipice. In tabelul 4.6.

pas

este prezentatd morfologia coloniilor culturii studiate, in cazul pastrarii timp de 1 an pe mediul

lioprotector suplimentat cu preparate cianobacteriene si reactivarii culturii cu apa distilata.
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Modificari ale culorii miceliului de substrat au fost Inregistrate atat in varianta martor, cat
si cele experimentale. Capacitatea de sintezd a pigmentului solubil, care coloreazd mediul
agarizat, s-a manifestat mai exprimat in cazul suplimentarii mediului lioprotector cu extractul
BioR.

Forma si profilul coloniilor de S. canosus CNMN-Ac-02 cultivate pe mediul Czapek
dupa pastrare timp de 1 an pe mediul protector suplimentat cu extracte din spirulina, nu difera

esential de proba martor.

Fig. 4.10. Aspectul coloniilor de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 cultivate pe mediul

Czapek, PL (martor) si dupa 1 an de pastrare in stare liofilizata (probe experimentale) in
prezenta compusilor de origine cianobacteriana, la rehidratare cu apa distilata:
1 — Martor; 2-0,1% BioR; 3-1,0% BioR; 4 — 10,0% BioR; 5 - 1,0% PSSz,;
6 —5,0% PSSz; 7 —10,0% PSSz,

in continuare, extractele cianobacteriene au fost utilizate si la reactivarea tulpinii dupa 1
an de pastrare in stare liofilizatd. In tabelul 4.7. si figura 4.11. sunt prezentate rezultatele
studiului proprietatilor morfo-culturale ale tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 sub actiunea
preparatelor BioR si PSSz, utilizate in calitate de supliment al mediului de liofilizare, precum si

de solutie de reactivare dupa 1 an de pastrare.
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Dupa cum se poate constata din datele prezentate, schimbarile intervenite in aspectul,

H

extractelor cianobacteriene, sunt minore. Capacitatea de a sintetiza pigmentul solubil,

5

astrare in stare liofilizata si reactivare cu solutii ale

forma, profilul coloniilor dupa 1 an de p

influentdnd culoarea mediului agarizat de cultivare Czapek a fost observata doar la varianta
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experimentald cu utilizarea 1n calitate de supliment la mediul lioprotector a extractului BioR in

concentratie de 10,0% si a solutiei de rehidratare BioR 1,0%.

5. 6.
Fig. 4.11. Coloniile tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 cultivate pe mediul Czapek,

7.

PL (martor) si dupi 1 an de pastrare in stare liofilizata (probele experimentale) in prezenta
compusilor de origine cianobacteriana, rehidratat cu solutii de principii utilizate:
1 - Martor; 2-0,1% BioR + BioR 0,01%; 3 — 1,0% BioR + BioR 0,1%; 4 — 10,0% BioR +
BioR 1,0%; 5 - 1,0% PSSz, + PSSz, 0,1%; 6 — 5,0% PSSz, + PSSz, 0,5%;
7 —10,0% PSSz, + PSSz, 1,0%

In continuare, a fost verificatd stabilitatea tulpinii liofilizate dupd 1 an de pastrare in
cadrul stabilirii limitelor efectului pozitiv al extractelor cianobacteriene.

Rezultatele acestor experimente sunt prezentate in tabelul 4.8. si figura 4.12, din care se
observd o stabilitate mai pronuntatd a tulpinii de streptomicete studiatd in cazul utilizarii
extractului de polizaharide sulfatate cu zinc in calitate de supliment la mediul de liofilizare si

solutie de rehidratare.
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Tabelul 4.8. Proprietitile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02
cultivate pe mediul Czapek, PL si dupa 1 an de péstrare in stare liofilizata si rehidratate in

prezenta compusilor de origine cianobacteriana, in cadrul stabilirii limitelor efectului

pozitiv
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1. 3.

Fig. 4.12. Coloniile tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 cultivate pe mediul Czapek,

PL (martor) si dupa 1 an de pastrare in stare liofilizata (probele experimentale) si
rehidratate in prezenta compusilor de origine cianobacteriani, in cadrul stabilirii limitelor
efectului pozitiv: 1 — Martor; 2 - 0,1% BioR + BioR 0,001%; 3 — 10,0% PSSz, + PSSz,
5,0%

La urmatoarea etapa a cercetarilor, a fost studiata stabilitatea culturii S. canosus CNMN-

Ac-02 dupa pastrare timp de 1 an in stare liofilizata in mediul Gel+Gl suplimentat cu PSSz, in
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concentratii majorate si rehidratate cu apa distilata. Tabelul 4.9. si figura 4.13. prezinta
rezultatele verificarii caracterelor morfologice ale coloniilor.
Tabelul 4.9. Proprietitile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02
pe mediul agarizat Czapek, PL si dupa 1 an de pistrare in stare liofilizata in prezenta

PSSz, rehidratate cu apa distilata
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Datele prezentate indicd colonii mai mari ale culturii din probele experimentale,
comparativ cu proba martor. Culoarea miceliului aerian a suferit schimbari in toate variantele
prezentate, atat pana, cat si dupa liofilizare. Pe cand miceliul de substrat a Inregistrat schimbari
ale culorii pana la liofilizare, ramanand neschimbat dupa liofilizare. Capacitatea de sinteza a
pigmentului solubil la fel a variat la toate probele experimentale.

Au suferit schimbari forma si marginea coloniilor de S. canosus CNMN-Ac-02, pe cand

profilul coloniilor In toate variantele a ramas neschimbat.
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2. 3.

Fig. 4.13. Aspectul coloniilor de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 pe mediul Czapek, PL
(martor) si dupa 1 an de pastrare in stare liofilizata (probele experimentale) in prezenta
polizaharidelor sulfatate cu zinc, la rehidratare cu apa distilati: 1 — Martor;

2 —20,0% PSSzn; 3 -30,0% PSSzy; 4 —50,0% PSSz,

In tabelul 4.10. si figura 4.14. sunt prezentate rezultatele actiunii extractului PSSz, in
concentratie de 20,0%, 30,0% si 50,0%, prezent in mediul de liofilizare si a solutiei de
rehidratate de PSSz, 5,0% asupra proprietatilor morfo-culturale ale tulpinii S. canosus CNMN-
Ac-02, dupa 1 an de pastrare. Astfel, dimensiunile coloniilor in probe experimentale s-au
evidentiat prin marimi mai mari decét cele ale probei martor, cu o influenta vadita a extractului
de 30,0% PSSz,. Culoarea miceliului aerian in toate probele studiate a fost identica si nu a suferit
schimbari in procesul liofilizarii. Diferente au fost observate inainte de liofilizare la miceliul de
substrat al coloniilor in prezenta diferitor concentratii ale extractului PSSz,, dar care nu a suferit
schimbari dupa liofilizare.

Astfel, prezenta in mediul de liofilizare a concentratiilor sporite de polizaharide sulfatate,
obtinute din biomasa spirulinei, determind schimbari ale culorii miceliului de substrat chiar la

suspendarea culturii S. canosus CNMN-Ac-02 inainte de liofilizare.
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Tabelul 4.10. Proprietatile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02
pe mediul Czapek, PL si dupa 1 an de pastrare in stare liofilizata si rehidratare in prezenta

polizaharidelor sulfatate cu zinc
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Fig. 4.14. Aspectul coloniilor tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 pe mediul
Czapek, PL (martor) si dupa 1 an de pastrare in stare liofilizata (probele experimentale) si
rehidratare in prezenta polizaharidelor sulfatate cu zinc: 1 — Martor; 2 — 20,0% PSSz, +
PSSz, 5,0%; 3 — 30,0% PSSz, + PSSz, 5,0%; 4 — 50,0% PSSz, + PSSz, 5,0%



Culoarea albuie a culturii in lipsa extractului cianobacterian, capatd nuante albastru-
verzui la concentratiile 20,0% si 50,0% ale PSSz, si galben-maslinie la concentratia extractului
de 30,0% in mediul de liofilizare. Miceliul de substrat isi pastreaza aceste nuante de culori si
dupa reactivarea culturii pastrate timp de 1 an in prezenta extractului de polizaharide sulfatate.
Capacitatea de a produce pigmenti solubili capabili sa coloreze mediul agarizat in roz-palid a
fost observatd numai la varianta experimentald a mediului lioprtotector suplimentat cu PSSz, n
concentratie de 30,0% si utilizarea solutiei de reactivare a culturii de PSSz, 5,0%.

Forma si marginea coloniilor a fost identica la proba martor si variantele experimentale,
cu exceptia variantei mediului lioprotector suplimentat cu PSSz, in concentratie de 50,0% si
rehidratarii culturii cu solutie de PSSz, 5,0 %. in acest caz coloniile au avut un aspect circular cu
margine neteda, fatd de forma neregulata si marginea lobata la celelalte probe studiate.

Astfel, studiul variabilitatii morfologice a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 la pastrare si
reactivare a culturii cu utilizarea extractelor cianobacteriene, indica o stabilitate a caracterelor
morfo-culturale ale tulpinii in procesul liofilizarii, mai cu seama a aspectului coloniilor si culorii

miceliului aerian.

4.2. Proprietatile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02
pana la 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 cercetari am decis si evaluim actiunea iridoidelor LG din Linaria
genistifolia si flavonoidelor VP din Verbascum phlomoides asupra proprietatilor morfo-culturale
ale tulpinii de streptomicete in procesul liofilizarii.

in tabelul 4.11. si figura 4.15. sunt prezentate modificarile proprietatilor morfo-culturale
ale tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 sub influenta preparatelor glicozidice, prin rehidratarea
probelor cu apa distilata.

Rezultatele indica colonii de dimensiuni mai mari ale culturii din probele experimentale
fata de proba martor. Acest lucru se observa in particular la variantele cu utilizarea iridoidelor

LG in concentratie de 0,0005% si flavonoidelor VP in concentratie de 0,005%.
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le morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02
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Fig. 4.15. Proprietitile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 pe
mediul Czapek, PL (martor) si DL (probele experimentale) in prezenta glicozidelor de
origine vegetala, la rehidratare cu apa distilata: 1 — Martor; 2 - 0,05% LG; 3 - 0,005%

LG; 4-0,0005% LG; 5-0,00005% LG; 6—-0,05% VP; 7 -0,005% VP; 8 —0,0005% VP

Culoarea miceliului aerian nu a fost influentatd de prezenta glicozidelor in mediul de
liofilizare a streptomicetei, pe cand miceliul de substrat a manifestat, in dependenta de tipul si
concentratia extractului utilizat, o varietate de culori: gri, galben-verzui, samoa, cafeniu.

Toate variantele studiate au manifestat proprietatea de a sintetiza pigmentul solubil de
culoare roz-pal capabil sa influenteze culoarea mediului. Forma coloniilor a fost practic identica
la toate variantele studiate, fara schimbari in urma procesului de liofilizare. Marginile coloniilor
S. canosus CNMN-Ac-02 preponderent ondulate; au fost netede la cultura din probele
suspendate in mediu cu glicozide LG. Profilul coloniilor la toate variantele in studiu a fost
ombilicat, fara schimbari dupa liofilizare.

in tabelul 4.12. si figura 4.16. sunt prezentate caracterele morfo-culturale ale tulpinii S.
canosus CNMN-Ac-02 pana la si dupa liofilizare, cu utilizarea in calitate de substante

lioprotectoare si medii de rehidratare a glicozidelor vegetale.
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Fig. 4.16. Aspectul coloniilor de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 pe mediul Czapek, PL

(martor) si DL (probele experimentale) si rehidratate in prezenta glicozidelor de origine
vegetala:
1 - Martor; 2-0,05% LG + LG 0,005%; 3 -0,005% LG + LG 0,0005%; 4 — 0,0005% LG
+ LG 0,00005%; 5 —0,00005% LG + LG 0,000005%; 6 — 0,05% VP + VP 0,005%; 7 —
0,005% VP + VP 0,0005%; 8 — 0,0005% VP + VP 0,00005%

In prezenta glicozidelor vegetale in mediul de liofilizare si rehidratare a tulpinii de
streptomicete au fost obsevat diametrul mai mare al coloniilor fata de proba martor, cu cele mai
mari dimensiuni inregistrate in cazul utilizarii glicozidelor LG in concentratie de 0,0005% in
mediu de liofilizare si 0,00005% in mediul de rehidratare.

Culoare miceliului aerian si de substrat nu a fost influentatd de prezenta glicozidelor in
mediile de liofilizare si rehidratare a streptomicetei si nu a suferit schimbari in procesul
liofilizarii culturii S. canosus CNMN-Ac-02. Proprietatea de sintetiza pigmentul solubil in
mediul de cultivare a fost constatata la toate variantele studiate, forma, marginea si profilul
coloniei nu au suferit modificari pe parcursul liofilizarii si rehidratarii tulpinii S. canosus
CNMN-ACc-02 cu utilizarea glicozidelor vegetale.

In continuare, au fost studiate proprietitilor morfo-culturale ale tulpinii S. canosus
CNMN-ACc-02 dupa 1 an de pastrare in stare liofilizata (Tabelul 4.13., Figura 4.17). Tulpina a
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Fig. 4.17. Aspectul coloniilor de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 pe mediul Czapek, PL
(martor) si dupa 1 an de pastrare in stare liofilizata (probele experimentale) in prezenta
glicozidelor de origine vegetala, la rehidratare cu apa distilata: 1 — Martor; 2 - 0,05% LG;
3-0,005% LG; 4 -0,0005% LG; 5-0,00005% LG; 6 -0,05% VP; 7-0,005% VP; 8 —
0,0005% VP

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 concentratiei de 0,0005% a
iridoidelor LG si de 0,005% a flavonoidelor VVP.

Culoarea miceliul aerian atat la proba martor, cat si la probele 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 creta.

O schimbare mai evidenta a fost observata in ce priveste culoarea miceliului de substrat a
culturii studiate, cu nuanta gri-inchis pentru proba martor si cafeniu, galben-verzui si samoa la
probele 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.
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Forma coloniilor neregulata atat la martor, cat si la majoritatea variantelor experimentale a
ramas neschimbatd In urma procesului de liofilzare. Variatii ale formei coloniilor au fost
observate la utilizarea in componenta mediului lioprotector a glicozidelor VP, unde in
dependenta de concentratiile aplicate, au fost observate forma cutata, neregulata si concentrica a
coloniilor. Nu au fost depistate diferente esentiale intre proba martor si variantele experimentale
in ce priveste profilul si marginile coloniilor studiate.

In continuarea cercetirilor la acest capitol, au fost studiate proprietitilor 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 prezentate in tabelul 4.14. si figura 4.18, ne permite sa constatdm, ca dupa
1 an de pastrare a tulpinii de streptomicete, 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 dupa liofilizare in prezenta glicozidelor au avut un diametru mult mai mare decat in
cazul probei martor. Aceasta afirmatie corespunde mai ales variantei cu mediul de liofilizare
suplimentat cu iridoide LG in concentratic de 0,0005%, si rehidratarea probei cu solutie de
extract LG de 0,00005%. in cazul utilizarii flavonoidelor VP, cele mai bune rezultate au fost
obtinute la probele pastrate in mediul lioprotector suplimentat cu extract VP in concentratie de
0,005% si rehidratate solutie de 0,0005% ale aceluiasi extract.

Nu au fost observate deosebiri majore intre proba martor si cele experimentale in ce
priveste culoarea miceliului aerian, cu o gama de culori variind in diapazonul alb-gri — gri — albui
— alb de creta.

O gama de culori si mai ingusta a fost observatd la miceliul de substrat, de culoare gri-
inchis la proba martor si culoare samoa sau gri-inchis la probele 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 dupd 1 an de pastrare in stare liofilizata in conditiile acestui experiment
nu a inregistrat schimbari fata de formele initiale. La fel, si in raport cu martorul, nu sunt atestate
deosebiri esentiale: forma circulara cu margini bombate si profilul ombilicat al coloniilor pentru

toate variantele studiate, marginea coloniilor neteda sau ondulata.
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Fig. 4.18. Aspectul coloniilor la Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 pe mediul Czapek, PL

(martor) si dupa 1 an de pastrare in stare liofilizati (probele experimentale) si rehidratate
in prezenta glicozidelor de origine vegetala: 1 — Martor; 2 -0,05% LG + LG 0,005%; 3 -
0,005% LG + LG 0,0005%; 4 — 0,0005% LG + LG 0,00005%; 5 —0,00005% LG + LG
0,000005; 6 — 0,05% VP + VP 0,005%; 7 — 0,005% VP + VP 0,0005%; 8 — 0,0005% VP +
VP 0,00005%

La finalul cercetarilor efectuate in vederea evidentierii actiunii glicozidelor vegetale
asupra caracterelor morfo-culturale ale tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02, putem conclude, ca
extractele vegetale studiate nu induc o variabilitate morfologicd evidentd a populatiei de
streptomicete in procesul de pastrare in stare liofilizata. 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.
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4.3. Concluzii la capitolul 4

Studiul actiunii extractelor cianobacteriene si vegetale asupra proprietatilor morfo-
culturale ale tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 in procesul pastrarii in stare liofilizata indica
asupra urmatoarelor concluzii:

1. Extractele cianobacteriene (BioR si PSSz,) si glicozidele vegetale (iridoide si
flavonoide) utilizate in calitate de lioprotectori in componenta mediului Gelatind + Glucoza la
liofilizarea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 au asigurat o stabilitate morfologica a culturii,
caracterizata de pastrarea caracterelor fenotilpice dupa 1 an de conservare a tulpinii.

2. Dintre caracterele morfo-culturale studiate, cea mai scazuta variabilitate a
manifestat-o culoarea miceliului aerian, forma, profilul si marginea coloniilor.

3. O variabilitate relativa a fost Inregistratd in ce priveste culoarea miceliului de
substrat, deosebirile fatd de proba martor fiind atestate chiar de la etapa de suspendare a culturii
in mediul lioprotector, pastrandu-se in urma procesului de liofilizare.

4. Caracterul de formare a pigmentului solubil de culoare roz-pal, aparut in urma
suspendarii culturii Tn mediul lioprotector suplimementat cu extracte glicozidice vegetale, indica
capacitatea de adaptare a tulpinii studiate la factorii de stres si creare a conditiilor de germinare a
sporilor dupa liofilizare.

5. Utilizrea solutiilor de glicozide vegetale contribuie la accelerarea vitezei de
germinare a sporilor streptomicetei cu 48 ore.

6. Mentinerea tipului morfologic al coloniilor specifice pentru tulpina S. canosus
CNMN-ACc-02, asigurarea unei cresteri mai rapide si mai intense, manifestatd prin marimile
coloniilor obtinute in procesul suspendarii, liofilizarii si reactivarii culturii dupd 1 an de pastrare
in prezenta extractelor cianobacteriene si vegetale, indicd asupra eficientei acestor preparate

naturale Tn mentinerea stabilitatii si activitatii streptomicetei in procesul de conservare.
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5. ACTIUNEA PREPARATELOR ASUPRA PRODUCTIVITATII SI
SINTEZEI LIPIDELOR LA Streptomyces canosus CNMN-Ac-02

Structura miceliala a actinomicetelor asigura posibilitatea exprimarii diferentiate a
genomurilor in procesul de crestere si ca raspuns la condifiile permanent schimbatoare ale
mediului de trai. O urmare a structurii lor complexe sunt si proprietitile adaptive importante ale
acestor microorganisme, determinate de capacitatea de a sintetiza un numar mare de metaboliti
secundari.

Streptomicetele prezinta un interes practic major, datorita ciclului vital unic pentru
procariote, precum si abilitatii lor de a produce metaboliti Secundari: antibiotice, enzime,
erbicide, remedii anti-cancer, vitamine imunomodulatori, lipide, factori de crestere a plantelor
[63, 220, 221, 228, 248].

Conform unui studiu a circa 20100 publicatii stiintifice despre streptomicete, publicate in
anii 2000-2017, aceste microorganisme sunt cele mai bogate surse cunoscute de substante
bioactive. De rand cu aceasta, datoritd metabolismului lor versatil, aceste bacterii sunt astazi cei
mai importanti furnizori de echipament biocatalitic cu aplicatii avansate in biotehnologie [139].

Nu mai putin important este si rolul tulpinilor producatoare de lipide. Conform
caracteristicilor generale, streptomicetele nu contin acizi micolitici, dar contin cantitati
considerabile de acizi grasi polinesaturati si lipide polare complexe cu continut tipic de
difosfatidil glicerol, fosfatidil etanolamina, fosfatidil inozitol [139].

Rolul lipidelor este foarte important si in procesul de conservare a microorganismelor,
care presupune actiunea factorilor de stres termic si hidric. Majoritatea 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 [258].

Conditiile de cultivare si componenta mediului nutritiv au un efect semnificativ asupra
lipogenezei microorganismelor. Un factor important pentru procesul de lipogeneza este
considerata sursa de carbon utilizatd. Experimentele privind influenta compozitiei mediului
nutritiv asupra biosintezei lipidelor si a fractiilor lipidice individuale in tulpina de colectie S.

canosus 89 au indicat asupra acumularii sporite de lipide in biomasa acestei tulpini la cultivare
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pe mediu M-I cu diferiti aditivi. Cel mai bun efect a fost obtinut prin adaugarea de uleiuri
vegetale, in special ulei de masline sau mustar. Inlocuirea a jumitate din cantitatea de faina de
porumb cu amidon a condus la o crestere a randamentului biomasei la 13,16 g/l si la 11,14 g/l in
proba martor. Folosirea fainii de soia in loc de fdina de porumb pentru cultivarea submersa a
contribuit la cresterea procentului de lipide, iar adaugarea uleiului de masline in acest mediu a
influentat in mod semnificativ lipidogeneza, asigurand o cantitate de lipide in biomasa 22,16%.
Pentru tulpina S. massasporeus 36, un efect stimulator a fost obtinut la utilizarea mediului M10
(unde 40 g/1 faina de porumb sunt inlocuite cu 10 g/l cu faina de soia). Cel mai mare procent de
lipide in biomasa (13,56%) a fost obtinut prin cresterea acestei tulpini pe mediu de soia cu
adaugarea de ulei de masline 0,1% [182].

Componentele de bazad ale membranelor biologice sunt fosfolipidele. La bacterii, aceasta
fractie lipidicd posedd aceiasi configurare bistratificatd, ca si la stucturile membranare ale
eucariotelor. Mentinerea acestei configuratii este asiguratd de transformarile fazice ale lipidelor
membranare in corespundere cu parametrii fizici ai mediului, ceea ce reprezintd un factor
reglator in procesul de supravetuire a microorganismelor [171, 173, 189].

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
deshidratare sau temperaturi joase [266].

Fractiile fosfolipidice ale actinobacteriilor pot avea organizare structurald diferitd, in
dependenta de conditiile de temperatura si hidratare. Streptomyces canosus este recunoscut in
calitate de producator valoros de fosfolipide, cu rol important in diverse procese fiziologice [50].

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 elucidata actiunea lor de sporire a coeziunii membranelor
pentru a le mentine intr-o stare dinamica mai putin sensibila fatd de socurile termice [52, 112,
204].

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 productivitdtii s1 componentei calitative si cantitative a lipidelor la cultura in studiu.
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Acest studiu vine sa completeze, sa argumenteze si sa explice rezultatele cercetarilor
efectuate la capitolele precedente, in vederea alegerii unor metode specifice de conservare a
tulpinilor de streptomicete din Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene.

Cercetarile la acest capitol au fost realizate conform urmatoarelor etape:

1. Studiul influentei preparatelor cianobacteriene asupra dezvoltarii si activitatii

biosintetice a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02;

2. Studiul influentei glicozidelor vegetale asupra dezvoltarii si activitatii biosintetice a

tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02.

In scopul studierii influentei preparatelor naturale asupra dezvoltdrii si activitatii
biosintetice a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02, a fost montata o serie de experiente

conform schemei din Figura 5.1.

"\ Cultivareain . . Separareasi . Analizacantitativd
Acymular?a O\ prezenta D determinarea sicalitativaa N
biomasei / preparatelor cantitatii de / Ilpldelordm
" naturale 3 biomas biomasa

«Centrifugaretimp de
20 min, 5000 rot/min;
sMetoda gravimetrica

Cromatografiein strat
subtire

timp de 3 zile, din cianobacterii;
agitare, 27°C *M1+Preparate vegetale

Fig. 5.1. Etapele de realizare a studului de evidentiere a efectului preparatelor naturale

asupra dezvoltarii si activitatii biosintetice a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02

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

Preparatele de origine cianobacteriand sunt de perspectiva datorita faptului, ca si-au
manifestat efectul benefic asupra diferitor procese metabolice din celulele organismelor vii. Am
considerat oportun de a realiza un studiu al particularitatilor de actiune a unor astfel de preparate
asupra tulpinii Streptomyces canosus, in calitate de producator de lipide [75, 80].

In continuare sunt prezentate rezultatele testarii a doua preparate obtinute din biomasa
cianobacteriei Spirulina platensis: preparatul PSSz, (un complex de polizaharide sulfatate cu

zinc) si BioR (complex de aminoacizi si oligopeptide). Preparatele mentionate au fost utilizate
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pentru suplimentarea mediului M-I de cultivare a Streptomyces canosus in urmatoarele
concentratii:

- preparatul BioR in concentratiile 0,1%; 1,0%; 5,0%; 10,0%; 20,0%; 30,0%.

- preparatul PSSz, in concentratiile 1,0%; 5,0%; 10,0%; 20,0%; 30,0%; 40,0%.

Pentru inceput a fost studiatd influenta preparatelor BioR si PSSz, asupra numarului de
celule viabile de streptomicete, exprimate in unitati formatoare de colonii UFC ml™, la cultivarea
tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 pe mediul complex lichid M-I [170].

Rezultatele prezentate in tabelul 5.1. indica o influenta pozitiva a preparatului BioR in
concentratie de 1,0% si 20,0%, care contribuie la formarea unei cantititi mai mari de celule
active capabile sd germineze in urma insamantarii pe mediul agarizat Czapek [164, 247, 256,
257].

Tabelul 5.1. Numiirul de UFC ml™ a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 in urma

cultivarii pe mediul M-I suplimentat cu principii de origine cianobacteriana

Varianta TlltJr:(l:“rl;E'lfll’ TSIr:L(J:I 1;:1?-611', Tltrul(lg/l;)C mi™, % Martor
Martor (M-1) 22,7%10%+5,7 | 147,010™+18,9 325,87+7,76 100,00:£0,05
M-I + BioR 0,1% | 39,3*10°+3,5 | 155,0%10%+11,1 330,67+3,46 101,47+3,17
M-I + BioR 1,0% | 32,3*10°+2,8 | 284,7*10%+18,8 342,76+2.65 105,18+3,30
M-I + BioR 5,0% | 47,010°+5,2 | 172,0%10%+10,2 326,20+2,88 100,10+2,81
M-I + BioR 10,0%| 53,3*10°+2,8 | 221,7*10%+28.,9 324,62+1,57 99,61+2,13
M-I + BioR 20,0%)| 40,6*10°+14,8 | 312,7*10%+25,8 359,38+13,73 110,28+4,56
M-I + BioR 30,0%)| 56,0*10%t4,1 | 247,7%10%+22,1 324,23+1,83 99,49+1,97
M-I + PSS, 1,0%| 34,7*10°t4,6 | 172,0*10%+14,2 335,75+4,51 103,03+3,38
M-I + PSS,,5,0%| 53,7%10°:5,3 | 206,7*10%+5,8 323,90+2,79 99,39+1,85
M-I + PSS,, 10,09 56,0%10°+7,1 | 222,7*10%+4,7 323,38+3.87 99,234+2,56
M-I + PSS,, 20,0 58,7*10°+8,0 | 240,3*10°+10,5 322,73+3.79 99,03+2,31
M-I + PSS,, 30,094 62,3*10°+9,8 | 186,7*10*+7.4 341,41+4,00 104,764+2,53
M-I + PSS,, 40,0% 52,7*10°+4,6 | 251,7%10%+4,0 326,25+2,44 100,11+2,69

P=0,05

Astfel, numarul de UFC in urma cultivarii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 pe mediul
M-I suplimentat cu BioR in concentratia de 1,0% depasea proba martor cu 5,18+3,30%. lar cel
mai mare numar de UFC a fost Tnregistrat in urma cultivarii streptomicetei pe mediul suplimentat
cu BioR in concentratia de 20,0%, valoarea fiind mai mare fata de proba martor cu
10,28+4,56%.

Un efect similar a fost observat si la utilizarea preparatului PSSz,. O influentd pozitiva
asupra numarului de germeni formatori de colonii a fost atestata doar la utilizarea preparatului
PSSz, 1n concentratiile de 1,0% si 30,0%.

In continuare a fost studiatd influenta preparatelor cianobacteriene asupra cantititii de

biomasa si continutului de lipide totale a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 (Tabelul 5.2.)
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Datele din tabel indica o influenta stimulatoare a preparatului BioR asupra cresterii
cantitatii de biomasa, acest efect fiind direct proportional cu concentratia preparatului in mediu si
variind in limitele 10,09+2,26 — 81,38+3,86% (5,93+0,04 — 9,77+0,29 g/l) in comparatie cu
martorul. O stimulare maximala a productivitatii a fost inregistrata la concentratia de 20,0% de
BioR 1n mediu, iar odata cu depasirea acestei concentratii optime, se observa tendinta de scadere
a efectului stimulator [29].

Studiul influentei preparatului de polizaharide sulfatate PSSz, asupra cresterii tulpinii S.
canosus CNMN-Ac-02 a identificat o tendintd de stimulare similard, dar un efect mai putin
pronuntat in comparatie cu preparatul BioR. In acest caz a fost inregistratd o sporire a cantitatii
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 concentratia de 30,0% a preparatului
PSSzn, cu tendinta de scadere a efectului stimulator la marirea ulterioard a concentratiei
preparatului [28, 186].

Tabelul 5.2. Cantitatea de biomasa si continutul de lipide totale ale tulpinii Streptomyces

canosus CNMN-Ac-02 la cultivare pe mediul M-I suplimentat cu preparate de origine

cianobacteriana

Varianta BAU BAU Lipio_le totale Lipide totale
(a/h (% martor) (% din BAU) (% martor)

Martor (M-I) 5,38+0,23 100,00+0,05 15,14+0,43 100,00+0,05
M-I + BioR 0,1% 5,93+0,04 110,09+2,26 20,95+0,49 138,36+0,49
M-I + BioR 1,0% 6,37+0,17 118,24+2,98 15,79+0,35 104,28+3,49
M-I + BioR 5,0% 6,55+0,14 121,61+2,60 13,55+0,38 89,49+2,15
M-I + BioR 10,0% 6,84+0,31 127,01+9,80 11,82+0,56 78,05+5,83
M-I + BioR 20,0% 9,77+0,29 181,38+3,86 10,69+0,59 70,6245,97
M-I + BioR 30,0% 7,90+0,33 146,66+10,81 10,52+0,53 69,50+4,23
M-I + PSS;, 1,0% 6,07+0,35 112,75+1,52 14,51+0,89 95,82+5,99
M-I + PSS, 5,0% 7,00+0,14 129,93+1,75 9,33+0,31 61,64+3,78
M-I + PSS, 10,0% 7,59+0,04 141,01+7,62 9,78+0,49 64,60+3,97
M-I + PSSz, 20,0% 7,89+0,15 146,59+6,50 10,83+0,71 71,54+5,36
M-I + PSSz, 30,0% 8,83+0,15 163,91+4,07 11,59+1,62 76,52+10,96
M-I + PSSz, 40,0% 7,80+0,73 144,81+16,90 10,62+0,80 70,13+3,70

P=0,05

Analiza rezultatelor prezentate in tabelul 5.2. cu privire la lipidogeneza tulpinii S.
canosus CNMN-Ac-02 sub influenta principiilor BioR si PSSz, indica un efect predominant
inhibitor asupra acumuldrii lipidelor totale in biomasa. Un efect pozitiv sesizabil —
138,36+0,49% fata de martor a fost stabilit numai la utilizarea preparatului BioR in concentratie
de 0,1%. In acest context, tinem si remarcim predominanta coloniilor tipice ale culturii de

culoare albuie in toate probele studiate.
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Efectul inhibitor al preparatelor studiate asupra lipidogenezei se compenseaza prin
stimularea productiei de biomasa, de aceea productia de lipide totale calculata la 1 L mediu de
cultivare depaseste martorul cu 52,34+2,44%, rezultatul final fiind obtinerea unei cantitati

sporite de lipide (Figura 5.2).
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Fig. 5.2. Cantitatea de lipide totale obtinute la 1 litru mediu de cultivare a
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 in prezenta preparatelor cianobacteriene

Astfel, cercetdrile efectuate au confirmat actiunea stimulatoare a preparatelor de origine
cianobacteriand asupra acumularii de biomasa la streptomicete, astfel largindu-se spectrul de
utilizare a acestor principii bioactive in calitate de stimulatori de crestere. Efectul preponderent
inhibitor al preparatelor studiate asupra lipidogenezei, se deosebeste de rezultatele obtinute
anterior de Burteva S., care a constatat efectul stimulator al preparatelor native din Porphyridium
cruentum si Spirulina platensis in concentratii 0,1 — 1,0 mg/l asupra lipidogenezei tulpinii S.
canosus CNMN-Ac-02 (106,1 — 164,3% si respectiv 104,8 — 131,9% fata de martor) [28, 182].

Diferenta dintre aceste rezultate poate fi explicatd prin conditiile de cultivare diferite.
Sinteza lipidelor — substante cu rol protector pentru celule, poate fi inhibata la cultivarea tulpinii
S. canosus CNMN-Ac-02 in conditii favorabile [90].

In continuare a fost realizat studiul cu privire la influenta principiilor de origine
cianobacteriand BioR si PSSz, asupra raportului cantitativ al fractiilor lipidice obtinute din
biomasa S. canosus CNMN-Ac-02, in urma cultivarii acesteia pe mediul M-I.

In figura 5.3. sunt prezentate rezultatele evaluirii cantitative a fractiilor lipidice principale
(fosfolipide, sterine, trigliceride) la tulpina S. canosus CNMN-Ac-02 cultivata pe mediul lichid

M-1 care a fost suplimentat cu BioR in concentratie 0,1 — 30,0%. Analizand cantitatea de
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fosfolipide din proba martor si probele experimentale, S-a constatat un efect pozitiv al
preparatului BioR asupra ponderii fractiei mentionate. Cele mai bune rezultate au fost
inregistrate la prezenta in mediul M-I a concentratiilor de 0,1% si 1,0% BioR, sporul pozitiv
constituind 18,2+0,54% si respectiv cu 25,39+0,07% fata de proba martor.

Preparatul BioR nu a manifestat o influentd evidenta asupra sintezei sterinelor la

streptomicete si a avut o influenta usor inhibitoare asupra sintezei trigliceridelor.
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Fig. 5.3. Raportul cantitativ al fractiilor lipidice principale in biomasa de

Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 sub influenta preparatului BioR

In figura 5.4. sunt prezentate rezultatele actiunii preparatului PSSz, asupra acumulirii
fractiilor lipidice principale in biomasa S. canosus CNMN-Ac-02.

O tendinta stimulatoare, similar preparatului BioR, a fost observatd in cazul sintezei
fosfolipidelor. Dar acest efect stimulator a fost mult mai pronuntat in acest caz, o stimulare
maximald a sintezei fosfolipidelor, fiind obtinuta in urma suplimentarii mediului de cultivare M-I
cu PSSz, 1,0%, ce asigura o sporire a raportului de fosfolipide cu circa 40,0+0,28%.

Spre deosebire de preparatul BioR, care a inhibat producerea fractiei sterinice, utilizarea
preparatul PSSz, a favorizat sinteza acestei fractii pentru toate concentratiile aplicate. Astfel,

ponderea fractiei sterinice fata de proba martor a fost mai mare cu cca. 1,0+0,23 — 17,0+0,28%.
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Fig. 5.4. Raportul cantitativ al fractiilor lipidice principale in biomasa de Streptomyces

canosus CNMN-Ac-02 sub influenta preparatului PSSz,

Cel mai bun rezultat a fost inregistrat in urma suplimentarii mediului de cultivare M-I cu
PSSz, 1,0% si a constituit 15,72+1,00%, fata de 13,45+0,36% 1n cazul probei martor.

La fel si in cazul trigliceridelor preparatul PSSz, a avut un efect stimulator, deosebindu-se
de preparatul BioR cu efect inhibitor.

Efectul stimulator al preparatului PSSz, s-a manifestat la concentratiile sale de 5,0%,
10,0% si 20,0%, cu valorile maxime de cca. 29,0+2,03% fata de proba martor.

In continuare au fost analizate fractiile lipidice secundare: mono- si digliceridele, esterii
sterolici si ceridele in biomasa de streptomicete cultivate in prezenta preparatelor cianobacteriene
(Figurile 5.5. 51 5.6.).

In cazul preparatului BioR, cantitatea de mono- si digliceride nu a suferit schimbri
majore, prezentand valori apropiate de martor, iar ponderea ceridelor in fractia lipidica s-a
micsorat cu cca. 5,0+0,60 — 27,0+0,52%, comparativ cu proba martor. Pe cand, analiza fractiei
de esteri sterolici a relevat o crestere continua a acesteia, odatd cu majorarea concentratiei
preparatului BioR in mediul de cultivare M-I, efectul stimulator maximal de 29,0+1,71% fata de

proba martor inregistrandu-se la concentratia 30,0% BioR.
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Fig. 5.5. Raportul cantitativ al fractiilor lipidice secundare in biomasa de

Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 in urma cultivarii pe mediul M-I suplimentat cu BioR

In continuare sunt prezentate si analizate rezultatele studiului actiunii preparatului PSSz,
asupra raportului cantitativ al fractiilor lipidice secundare la tulpina S. canosus CNMN-Ac-02

cultivata pe mediul lichid complex M-I (Figura 5.6.).
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Fig. 5.6. Raportul cantitativ al fractiilor lipidice secundare in biomasa de Streptomyces

canosus CNMN-Ac-02 in urma cultivarii pe mediul M-I suplimentat cu PSSz,

Analizand datele obtinute pentru fractia de mono- si digliceride, poate fi constatat faptul
ca preparatul PSSz, practic nu influenteaza sinteza acestei fractii, iar in unele cazuri chiar o
inhiba.

In ce priveste actiunea preparatului PSS, asupra sintezei esterilor sterolici, se observa o

legitate diferita de cea observata in cazul preparatului BioR. Daca in cazul utilizarii BioR-ului,
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ponderea acestei fractii a crescut la aplicarea concentratiilor mari, in cazul PSSz, efectul
stimulator a fost remarcat la utilizarea concentratiilor mici si medii. Un efect stimulator de circa
26,0+0,44% fatd martor a fost Inregistrat 1n diapazonul concentratiilor preparatului
cianobacterian cuprins intre 1,0 — 20,0%.

O influentd inhibitoare, similara actiunii BioR-ului, se observa in cazul fractiei de ceride
in biomasa obtinuta la cultivarea streptomicetelor in prezenta preparatului PSSz,

Astfel, daca in proba martor ponderea de ceride constituia 24,62+1,55%, in urma
suplimentarii mediului de cultivare M-I cu PSSz, in concentratii de 1,0 — 40,0% s-a observat o
scadere cantitativa a acestei fractii pana la 14,842,07 — 21,0943,84%, ceea ce reprezintd o
inhibare a sintezei cu cca. 15,0+1,43 — 34,0+4,54% comparativ cu proba martor [190].

Daca e sa ne referim la cercetdrile anterioare efectuate de Burteva S. cu scopul
evidentierii modificarilor in compozitia fractionara a lipidelor la tulpina S. canosus CNMN-Ac-
02 sub influenta principiilor bioactive obtinute din microalge si cianobacterii, putem afirma ca
ele au evidentiat o actiune selectiva a preparatelor. Preparatele microalgale in cantitate de 1 mg/|
au asigurat acumularea maxima de lipide in biomasa streptomicetei. A fost determinat intervalul
optim de stimulare a lipogenezei pentru preparatul biologic PC: 0,1 — 10 mg/l. Ipoteza ce explica
acest efect afirmd rolul acestor preparate in activarea enzimelor care regleaza sinteza lipidelor
din celula microbiana [182]

Astfel, prin adaugarea preparatelor din microalga rosie Porphyridium cruentum, ponderea
cantitativa a fractiilor lipidice polare, in special a fosfolipidelor scade, cantitatea de sterine
practic ramane la nivelul probei martor, iar in ce priveste fractiile de esteri sterolici si ceride se
observa o majorare de pana la 131,4% comparativ cu proba martor.

In cazul utilizarii preparatelor din Spirulina platensis s-a observat o crestere a cantittii
fosfolipidelor cu cca. 115,8% comparativ cu proba martor.

Stimularea sintezei sterinelor, a avut loc numai in prezenta extractelor din cianobacteria
Nostoc linckia: 115,2% comparativ cu proba martor, la utilizarea concentratiei extractului de
10,0 mg/l [182].

Un aspect pozitiv este ca aceste extracte au capacitatea de a stimula atat acumularea de
biomasa, cat si sinteza lipidelor si a fractiilor individuale de lipide.

Astfel, atat datele din literatura, cat si rezultatele obtinute la acest compartiment confirma
actiunea stimulatoare a preparatelor de origine cianobacteriana asupra cresterii, dezvoltarii si
activitatii biosintetice la diferite grupe de microorganisme, inclusiv tulpina de streptomicete S.
canosus CNMN-Ac-02. Mai mult ca atat, rezultatele obtinute demonstreaza, ca principiile de

orgine cianobacteriana pot influenta compozitia fractionara a lipidelor la streptomicete.
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5.2. Evaluarea actiunii preparatelor de origine vegetald asupra productivitatii si
sintezei lipidelor la Streptomyces canosus CNMN-Ac-02

A fost studiata influenta extractelor glicozidice LG (din Linaria genistifolia) si VP (din
Verbascum phlomoides) asupra numarului de celule viabile de streptomicete, exprimate in unitati
formatoare de colonii UFC ml™. Chae si co-autorii (2009) au efectuat experiente similare [33].

Dupa cum se vede din tabelul 5.3., in toate probele experimentale titrul UFC depaseste
probele martor, ceea ce atestd o activitate inalta a extractelor glicozidice.

Astfel, in prezenta in mediul de culturd a iridoidelor LG in concentratii de 0,05 —
0,0005%, numarul UFC a crescut cu 5,7+4,39 — 10,85+2,49% in comparatie cu proba martor, cel
mai bun rezultat fiind asigurat de concentratia 0,05% a extractului.

Rezultate si mai bune au fost obtinute la utilizarea flavonoidelor VP in concentratie de
0,0005%, unde numarul UFC in proba experimentala a depasit cu 17,62+9,47% proba martor.

La urmatoarea etapa a cercetarilor a fost studiata influenta celor 2 extracte vegetale
asupra acumularii de biomasa si continutului de lipide la S. canosus CNMN-Ac-02.

Tabelul 5.3. Numirul UFC ml™ a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 in urma

cultivarii pe mediul M-I suplimentat cu extracte de origine vegetala

Varianta ler; é"rlﬁf_lf‘l’ TL'JtIr:lg mﬁl’ Titrul, (%) % Martor
Martor (M-1) 48,0%10%£10,7 92,0*10%+10,8 372,62+14,71 100,00+0,05
M-I + LG 0,05% 85,3*10"£10,2 126,0*10"+11,1 413,08+6,98 110,85+2,49
M-I + LG 0,005% 136,0*10'+9,0 219,3*10"+18,2 393,89+3,25 105,70+4,39
M-I + LG 0,0005% 115,0*10%+9,0 168,0*10%°+22,1 399,48+5,58 107,20+5,42
M-I + VP 0,05% 154,3*10%+31,2 | 125,0*10"°+19,9 379,98+8,27 101,97+2,17
M-I + VP 0,005% 165,7*10%+23,8 | 164,7*10"+10,3 379,82+7,26 101,93+3,42
M-I + VP 0,0005% 65,7*10'+22.4 188,0*10%°+18,1 438,30+24,28 | 117,62+9,47
P=0,05

In tabelul 5.4. sunt prezentate rezultatele referitoare la capacitatea acumularii de biomasa
si activitatea de lipidogeneza a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 cultivata pe mediul lichid
complex M-I suplimentat cu glicozide vegetale LG si VP in diferite concentratii. Analizand
actiunea extractului LG asupra cresterii streptomicetelor, a fost constatat ca numai la
concentratia de 0,05% a avut un impact pozitiv asupra acumulérii biomasei, proba experimentala
fiind mai mare cu 134,17+4,49% fata de martor. Odata cu micsorarea concentratiei extractului
LG scade si cantitatea de biomasa. Aici ar trebui sa mentionam si faptul ca din cele 2 tipuri de
colonii caracteristice tulpinii studiate, s-a observat predominarea coloniilor de culoare gri, fapt ce
explica diferenta fata de rezultatele obtinute in seria experimentald precedenta in ceea ce priveste

continutul de lipide in proba martor. Extractul VP a demonstrat o influentd inhibitoare asupra
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cresterii tulpinii S.canosus CNMN-Ac-02. Utilizand flavonoidele in concentratie de 0,05% si

0,005%, cantitatea de biomasa a scazut cu cca. 34,0+0,85 — 35,0+1,43%, iar pentru concentratia

de 0,005%, efectul inhibitor este minimal.

Tabelul 5.4. Cantitatea de biomasa si continutul de lipide totale la tulpina Streptomyces

canosus CNMN-Ac-02 in urma cultivarii pe mediul M-I suplimentat cu extracte glicozidice

vegetale
vari BAU, BAU, Lipide totale, | Lipide totale,
arianta .

(a/l) (% Martor) | (% din BAU) | (% Martor)

Martor (M-I) 8,15+0,50 100,00+0,05 6,40+0,27 100,00+0,05

M-I + glicozide LG 0,05% 10,94+0,60 | 134,17+4.,49 3,81+0,35 59,52+3,37

M-I + 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% 5,55:+0,62 68,14+8,52 10,16+1,65 158,67+24,01
M-I + 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% 5,42+0,52 66,52+2,34 10,21+0,41 159,45+1,82
M-I + glicozide VP 0,0005% 7,64+0,50 93,7443,35 11,38+0,68 177,78+4,79

P=0,05

Studiul influentei glicozidelor vegetale asupra procesului de lipidogeneza la tulpina S.
canosus CNMN-Ac-02 a demonstrat o activitate stimulatoare a preparatului LG in concentratie
de 0,0005%/V, cantitatea de lipide constituind 158,67+24,01% fata de martor. O actiune
stimulatoare si mai importanta a fost inregistrata la utilizarea flavonoidelor VP cu un randament
al lipidogenezei de 159,45+1,82 — 201,14+9,79% fata de martor si cea mai mare cantitate de
lipide asiguratd de concentratia de 0,005% a preparatului VP in mediul de cultura. Astfel,
comparativ cu proba martor cantitatea de lipide totale creste de peste 1,5 — 2,0 ori.

Acest studiu a pus in evidentd dependenta invers proportionald dintre acumularea de
biomasa si sinteza lipidelor la S. canosus CNMN-Ac-02 la cultivare in prezenta glicozidelor
vegetale. In cazul cand extractul vegetal are un efect stimulator asupra cresterii tulpinii, se
observa inhibarea lipidogenezei si viceversa.

Prin urmare, dupa cum se vede din Figura 5.7, efectul cumulativ al extractelor vegetale,
exprimat prin cantitatea de lipide obtinute la 1 litru de mediu, este negativ pentru glicozidele LG
in concentratie 0,05% si 0,005% si pozitiv la concentratia de 0,0005%. Actiunea stimulatoare a
flavonoidelor este mult mai exprimata, efectul maximal fiind inregistrat la o concentratie de

0,0005% a preparatului VP.
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Fig. 5.7. Actiunea extractelor vegetale asupra cantititii totale de lipide (g/1) in biomasa de

Streptomyces canosus CNMN-Ac-02

In continuare sunt prezentate si analizate rezultatele studiului actiunii glicozidelor din
Linaria genistifolia si Verbascum phlomoides asupra modificarii compozitiei fractionale a
lipidelor din biomasa tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 la cultivare pe mediu complex lichid M-
. In Figura 5.8. este prezentat raportul cantitativ al fractiilor lipidice principale din biomasa S.
canosus CNMN-Ac-02, care au suportat modificari sub influenta glicozidelor iridoide LG.
Astfel, pentru proba martor a fost inregistrat urmatorul raport: fosfolipide — 15,78+1,28%; sterine
— 6,42+1,48%; trigliceride — 18,57+0,26%.
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Fig. 5.8. Influenta glicozidelor LG asupra raportului cantitativ al fractiilor principale de

lipide la tulpina Streptomyces canosus CNMN-Ac-02
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Analizand modificarile continutului fractiei de fosfolipide in probele experimentale, se
observa un continut procentual redus al acestei fractii fatd de proba martor. Aceeasi situatie se
observd si pentru fractia trigliceridelor. Astfel, glicozidele obtinute din LG inhiba sinteza
fractiilor de fosfolipide si trigliceride, efectul inhibitor exprimandu-se in cazul tuturor
concentratiilor aplicate ale preparatului.

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 mai mare cantitate de sterine — 16,03+0,26% (cu cca. 150,0%
mai mult comparativ cu martorul) este asiguratd de suplimentarea mediului de cultivare M-I cu
glicozide LG 1in concentratia 0,0005%. Astfel, extractele glicozidice 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 proba martor.

In continuare sunt prezentate modificirile fractiilor lipidice secundare (mono- si
digliceride, esteri sterolici, ceride) din biomasa de S. canosus CNMN-Ac-02 la cultivare pe
mediul lichid complex M-I, suplimentat cu glicozide LG in diferite concentratii (Figura 5.9.).

Analizand rezultatele obtinute, putem afirma, ca preparatul LG a influentat pozitiv
raportul cantitativ al fractiei mono- si digliceridelor din biomasa S. canosus CNMN-Ac-02,
contribuind la sporirea cantitatii de mono- si digliceride cu cca. 43,0+0,64 — 62,0+4,68% 1in
comparatie cu proba martor. Modificari neesentiale au fost Inregistrate pentru fractia de esteri
sterolici la suplimentarea mediului de culturd cu preparatul LG. lar efectul glicozidelor din
Linaria asupra fractiei de ceride poate fi calificat drept unul dependent de concentratia
glicozidelor, fiind inhibitor la concentratiile 0,005 — 0,0005% si stimulator la concentratia

preparatului de 0,05%.
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Fig. 5.9. Influenta glicozidelor LG asupra raportului cantitativ al fractiilor

secundare de lipide la tulpina Streptomyces canosus CNMN-Ac-02
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In continuare a fost studiati actiunea flavonoidelor VP (obtinute din Verbascum
phlomoides) asupra compozitiei fractionare a lipidelor din biomasa tulpinii S. canosus CNMN-
Ac-02.

Analizand modificarile fractiilor lipidice principale (Figura 5.10.), trebuie de remarcat
faptul, ca influenta glicozidelor VP asupra fosfolipidelor, sterinelor si trigliceridelor este similara
glicozidelor LG. Acestea duc la scaderea cantitatii de fosfolipide si trigliceride raportate la
cantitatea de lipide totale, iar cantitatea de sterine creste semnificativ in comparatie cu proba
martor.

Pornind de la o cantitate de fosfolipide in proba martor de 15,78+1,28%, observam
diminuarea acestei fractii cu circa 30,0+0,69 — 38,0+0,23% 1n prezenta concentratiilor studiate
ale preparatului VP. Acelasi efect inhibitor al preparatului VP, variind in limitele 26,0+0,36 —
35,0+0,15%, se observa si in cazul trigliceridelor.

Efectul pozitiv asupra sintezei sterinelor a fost constatat in toate probele experimentale
suplimentate cu glicozide VP. Cel mai puternic efect stimulator s-a manifestat la concentratia de
0,0005% a preparatului VP, cantitatea de sterine fiind de aproape 3 ori mai mare comparativ cu

proba martor.
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Fig. 5.10. Influenta glicozidelor VP asupra raportului cantitativ al fractiilor principale de

lipide la tulpina Streptomyces canosus CNMN-Ac-02

In continuare sunt prezentate modificirile observate in compozitia fractiilor lipidice
secundare la tulpina S. canosus CNMN-Ac-02 sub influenta flavonoidelor (Figura 5.11.).

Astfel, prezenta flavonoidelor VP in mediul de cultura duce la sporirea cantitatii fractiilor
mono-, digliceridelor si esterilor sterolici la tulpinia studiata de streptomicete.

Analizand fractia mono- si digliceridelor, putem constatd o dependentd invers
proportionald dintre concentratia preparatului VP si efectul sdu stimulator. Pornind de la o
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stimulare de 33,0+£3,29% fata de martor pentru concentratia preparatului VP de 0,05%, se obtine
0 cantitate de mono- si digliceride cu cca. 85,0+5,37% mai mare fata de proba martor pentru
concentratia de 0,0005% a preparatului glicozidic VP.

Fractia esterilor sterolici a suferit modificari mai putin importante sub influenta
preparatului VP. In cazul utilizarii glicozidelor VP in concentratiile de 0,05% si 0,0005%,
cantitatea de esteri sterolici constituia 14,69+0,90% si 14,26+0,61%, respectiv (cu cca.
20,042,63 — 24,043,97 % mai mult in comparatie cu proba martor).

O dependenta diferita dintre concentratia si actiunea extractului VP (Verbascum) a fost
observata in cazul fractiei de ceride. Pornind de la un efect stimulator de cca. 16,0+1,42% fata de
proba martor la utilizarea unei concentratii de 0,05% a preparatului VP, odatd cu micsorarea
concentratiei extractului glicozidic scade esential si cantitatea de ceride (cu cca. 6,0+0,76 —

25,043,81% mai putin fatd de proba martor).
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Fig. 5.11. Influenta glicozidelor VP asupra raportului cantitativ al fractiilor secundare de

lipide la tulpina Streptomyces canosus CNMN-Ac-02

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 inaltd de sterine in membrana celulard contibuie la o
pregatire mai buna a celulelor de streptomicete de a rezista la factorii de stres pe parcursul
liofilizarii.

Cu toate acestea, comparand rezultatele descrise In 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 in
biotehnologiile orientate spre obtinerea produselor tintd din biomasa de S. canosus CNMN-Ac-

02.
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5.3. Concluzii la capitolul 5

Studiul actiunii preparatelor de origine cianobacteriand si vegetala asupra cresterii,
dezvoltarii si activitatii biosintetice a tulpinii de streptomicete S. canosus CNMN-Ac-02 a permis
evidentierea urmatoarelor concluzii:

1. Extractele de origine cianobacteriana (BioR si PSSz,) influenteaza pozitiv
procesul de acumulare a biomasei la cultivarea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 pe mediul
complex lichid M-I, inregistrand un efect stimulator maximal de 181,38+3,86% in raport cu
proba martor in cazul utilizarii preparatului BioR si 163,91+4,07% 1n cazul utilizarii prepartului
de expolizaharide sulfatate.

2. Lipidogeneza este influentata pozitiv de flavonoide (cu un efect maximal de
stimulare de 201,1449,79% in raport cu proba martor), pe fonul inhibarii procesului de
acumulare a biomasei la S. canosus CNMN-Ac-02.

3. Extractele naturale studiate influenteaza compozitia fractionara a lipidelor la
streptomicete, mai cu seama raportul fractiilor de baza.

4, Extractele de origine cianobacterianda BioR si PSSz, sporesc cu circa 30,0%
cantitatea de fosfolipide produse de tulpina S. canosus CNMN-Ac-02 la cultivare pe mediul
complex lichid M-I.

5. Extractele de origine vegetala (glicozide din Linaria genistifolia si Verbascum
phlomoides) sporesc de 2 — 3 ori cantitatea de sterine produse de tulpina S. canosus CNMN-Ac-

02 pe mediul complex lichid M-I.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Rezultatele obtinute in corelatie cu ipotezele emise, scopul si obiectivele formulate in
cadrul tezei de doctor ,,Viabilitatea si variabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-
Ac-02 dupai liofilizare in prezenta compusilor de origine cianobacteriana si vegetala”, au
condus la formularea urmatoarelor concluzii generale:

1. Utilizarea extractelor cianobacteriene si vegetale in calitate de agenti lioprotectori,
asigura o rata de supravietuire sporitd, cu cca. 40,0+6,30 — 61,0+3,50%, a tulpinii Streptomyces
canosus CNMN-Ac-02 in procesul liofilizarii, precum si o stabilitate morfologica a culturii,
caracterizatd de pastrarea caracterelor fenotipice dupa 1 an de conservare a tulpinii [17, 39-41].

2. Utilizarea extractului de polizaharide sulfatate PSSz, in concentratie de 30,0% in
componenta mediului lioprotector Gelatina 2,5% + Glucozd 7,5% atesta cel mai bun efect
lioprotector dintre toate extractele cianobacteriene testate [41].

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% [39].

4. Preparatele naturale studiate s-au manifestat nu doar in calitate de agenti
lioprotectori, ci i ca modulatori ai producerii de biomasa si lipide de catre tulpina S. canosus
CNMN-Ac-02 la cultivare submersa pe mediul complex lichid M-I [28, 29].

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.

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.

Rezultatele stiintifice principale, care au contribuit la solutionarea problemei stiintifice
importante puse 1in fata acestei lucrari (elucidarea actiunii preparatelor de origine
cianobacteriana si vegetala 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
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perfectionarea metodelor de pastrare a culturii in cadrul Colectiei Nationale de

Microorganisme Nepatogene), sunt urmatoarele:

- Eficienta preparatelor de origine cianobacteriand si vegetala in calitate de agenti lioprotectori
este confirmata de rata de supravietuire sporitd, cu cca. 40,0+6,30 — 61,0+3,50%, a tulpinii
Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 in procesul liofilizarii, precum si Stabilitatea
morfologica a culturii dupa 1 an de pastrare.

- Actiunea protectoare a preparatelor obtinute din biomasa de spirulina este confirmata si de
efectul lor stimulator (cu circa 30,0%) asupra fractiei fosfolipidice a membranelor celulare la
tulpina S. canosus CNMN-Ac-02.

in aspect teoretic, rezultatele lucririi au adus o contributie importanti la fundamentarea

atat in calitate de protectori la liofilizarea streptomicetelor, cat si stimulatori ai productivitatii si
lipidogenezei la tulpina Streptomyces canosus CNMN-Ac-02.

in aspect aplicativ, au fost elaborate si brevetate 4 medii de protectic noi pentru
liofilizarea si pastrarea durabild a tulpinii studiate; au fost propuse medii nutritive noi pentru
sporirea potentialului biosintetic si reglare a raportului fractiilor lipidice la tulpina Streptomyces
canosus CNMN-Ac-02.

Rezultatele stiintifice obtinute in lucrare au fost aprobate la urmatoarele foruri
stiintifice nationale si internationale: 19-1 MexayHapoaHas MyIIWHCKas IITKOJIA-KOH(epeHIus
mononbix yu€Hbix «buomorus — Hayka XXI Beka», (ITymmuo, 2015); 5-ii Beepoccuiickuii
CHUMIIO3UYM C MEXIYHapOAHbIM yuacTheM "ABTOTpo¢HBIE MUKpoopranusmsl', Mocksa, MI'Y
umenn M.B. JlomonocoBa. buonoruueckuii ¢akynaster, (Mocksa, 2015); II MexayHnapoanas
HayYHO-TIpaKTHUYeCcKasi KoH(pepeHuus, nmocesmenHas 105-netuto co aHA poxaeHus mpodeccopa
Omuun  AnpusiHoBasl [lItunoit, (Kupos, 2015); III MexayHapoaHsiii MHKOJIOTHYSCKHIA
dopym, (Mocksa, 2015); 3rd International Conference on Microbial Biotechnology, (Chisinau,
2016); Conferinta Stiintifica Internationala a Doctoranzilor ,,Tendinte contemporane ale
dezvoltarii stiintei: viziuni ale tinerilor cercetatori”. Editia a V-a, (Chisinau, 2016); XII
International Scientific Conference for students and PhD students ,,Youth and progress of
biology”. (Lviv, 2016); 20-1 MexayHapoaHas MyIIMHCKAS IIKOJIa-KOH(PEPEHIMS MOJIOIBIX
yuénbix «buonorus — Hayka XXI Bekay, (I[Tymmuo, 2016); 21-1 MexmyHapoaHas MyIMHCKAs
HIKoJIa-KoH(pepeHIms Mojoapix yu€Hbix «buonorus — Hayka XXI Bekan, (Ilymuno, 2016);
Eurolnvent 2017. The 9th Edition of Euroinvent European Exhibition of Creativity and
Innovation, (Iasi, 2017); Infolnvent 2017. Expozitia internationala (Editia a XV-a), (Chisinau,
2017).

Rezultatele stiintifice obtinute in lucrare sunt publicate in 25 lucrdri stiintifice (6 in

monoatutorat), dintre care: 5 articole in reviste stiintifice recenzate (2 in reviste din baza de date
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Scopus, 1 1n reviste din straindtate recunoscute, 2 din registrul national al revistelor de profil
categoria B); 5 articole in culegeri stiintifice; 9 teze in culegeri stiintifice; 4 brevete si 2
materiale la saloanele de inventii.

Rezultatele stiintifice obtinute in teza au fost implementate in cadrul Colectiei Nationale
de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si Biotehnologie (Anexele 5 — 8).

RECOMANDARI PRACTICE

> Extractele cianobacteriene (BioR, PSSz,) 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 asigurarii viabilitatii si stabilitatii culturii in procesul conservarii.
Eficacitatea acestor extracte este demonstratd de Brevetele de inventie MD 4473 (2016),
MD 4474 (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

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

v 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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Anexa 1. Brevet de inventie MD 4473 din 15.07.2016

il B )

REPUBEICAMOLDOVA

Agentia de Stat pentru
Proprietatea Intelectuala

BREVET
DE INVENTIE
Nr. 4473

Eliberat in temeiul Legii nr. 50/2008 privind protectia inventiilor

Titlul: Mediu de protectie pentru liofilizarea si pastrarea
indelungata a tulpinii Streptomyces canosus
CNMN-Ac-02

Titular: INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE SI
BIOTEHNOLOGIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A
MOLDOVEI, MD

Data depozit: 2016.07.15

Descrierea inventiei, revendicdrile si desenele constituie parte
integrantd a prezentului brevet de inventie

Director (seneral
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Anexa 2. Brevet de inventie MD 4474 din 15.07.2016

REPUBLICA MOLDOVA

Agentia de Stat pentru
Proprietatea Intelectuala

BREV

DE INVEN t’i '“f"f'
. 4474

Eliberat in temeiul Legii nr. 50/2008 privind protectia inventiilor

Titlul: Mediu de protectie pentru liofilizarea si pastrarea
indelungata a tulpinii Streptomyces canosus
CNMN-Ac-02

Titular: INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE SI
BIOTEHNOLOGIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A
MOLDOVEI, MD

Data depozit: 2016.07.15

Descrierea inventiei, revendicdrile si desenele constituie parte
integrantd a prezentului brevet de inventie

Director General
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Anexa 3. Brevet de inventie MD 1226 din 29.06.2017

REPUBLICA MOLDOVA

Agentia de Stat pentru
Proprietatea Intelectuala

BREVET

DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

Nr. 1226

Eliberat in temeiul Legii nr. 50/2008 privind protectia inventiilor

Titlul: ~ Mediu de protectie pentru conservarea si pastrarea
indelungata a tulpinii Streptomyces canosus ~
CNMN-Ac-02

Titulari: INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE SI =
BIOTEHNOLOGIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A
MOLDOVEI, MD; INSTITUTUL DE GENETICA,
FIZIOLOGIE SI PROTECTIE A PLANTELOR AL
ACADEMIEI DE STIINTE A MOLDOVEI, MD

Data depozit: 2017.06.29

Durata brevetului: 6 ani

Descrierea inventiei, revendicdrile si desenele constituie parte
integranta a prezentului brevet de inventie de scurta durata

Director \General

f
|
L o
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Anexa 4. Brevet de inventie MD 1235 din 29.06.2017

REPUBLICA MOLDOVA

Agentia de Stat pentru
Proprietatea Intelectuala

BREVET

DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

Nr. 1235

Eliberat in temeiul Legii nr. 50/2008 privind protectia inventiilor

Titlul:  Mediu de protectie pentru conservarea si pastrarea
indelungata a tulpinii Streptomyces canosus .
CNMN-Ac-02

Titulari: INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE SI
BIOTEHNOLOGIE AL ACADEMIEI DE STIINTE A
MOLDOVEI, MD; INSTITUTUL DE GENETICA,
FIZIOLOGIE SI PROTECTIE A PLANTELOR AL
ACADEMIEI DE STIINTE A MOLDOVEI, MD

Data depozit: 2017.06.29

Durata brevetului: 6 ani

Descrierea inventiei, revendicdrile si desenele constituie parte
integranta a prezentului brevet de inventie de scurtd durata

Director Gnn‘eral

9 ! &' /
N X Qw/
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Anexa 5. Act de implementare a brevetului MD 4473 nr. 1 din 03.12.2018

il

APROB APROB
Directorul adigfict probieme stiintifice al IMB Sef Colectia Nationala de | _
dr., conf. cercet. Microorganisme Nepatogene, IMB |=
Liliana CEPO ; dr., conf. cercet.[=
201 G ette Oleg Chiselita =
0 03 ” e @z 2018
At v g
\ k‘};@?ﬁ‘i"?ﬁi{; y =
ITUTiA PUBY 3
LP. "INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE ALk
ST BIOTEHNOLOGIE" de implementare a brevetului MD 4473 =
lesire Nr._ 7274 Nr. 1din 03 decembrie 2018 =
W e B
Prinpre se confirma, ca rezultatele investigatiilor stiintifice, efectuate in cadrul

proiectului institutional, realizat de cercetatorii laboratorului Colectia Nationald de

Microorganisme Nepatogene al Institutului de Microbiologie si Biotehnologie in anii 2015-

2018, sunt implementate in procesul de conservare §i pdstrare de lunga durata a

microorganismelor de interes biotehnologic in CNMN, pentru optimizarea metodelor de

liofilizare si pastrare a genofondului microbian autohton.

1. Denumirea elaboririi: Mediu de protectie pentru liofilizarea §i pdstrarea indelungata a
tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 (in baza brevetului de inventie MD 4473 Bl
2017.03.31, BOPI nr. 3/2017).

2. Autorii elaborarii: BIRSA Maxim, cercet. st. BURTEVA Svetlana, dr. hab., prof.
cercet., CHISELITA Oleg, dr. in biol., conf. cercet., RUDIC Valeriu, academician.
Organizatia executor: laboratorul Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene.
Beneficiar: Institutul de Microbiologie si Biotehnologie.

Perioada implementirii: 08.04. 2015-08.04.2017

Esenta elaboririi: elaborarea mediului de protectie pentru liofilizarea §i pdstrarea

durabila a Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 cu utilizarea extractelor cianobacteriene

de natura aminoacido- oligopeptidica.

7. Rezultate: rezultatul constd in sporirea cu 15,3-20,1% a viabilitatii tulpinii Streptomyces
canosus CNMNAc-02 dupa liofilizare si cu 20,6-28,3% dupa 1 an de pastrare la
utilizarea mediului protector ce contine 0,1-10,0% vol. extract de aminoacizi si
oligopeptide cu concentratia de 5 mg/ml.

8. Propuneri: elaborarea este directionatd pentru optimizarea metodelor de conservare §i
pastrare ex-situ a biodiversitatii. Informatia obtinutd poate fi utilizata de specialistii in

X O

domeniu si cele conexe.
9. Responsabili de implementarea elaboririi:

Sef CNMN, dr. in biol., conf. cercet. Q{/“/ '417['@\ Oleg Chiselita
Cercetdtor stiintific principal, dr. hab., prof. cercet., ‘ic 14 "’-/[’ o Svetlana Burteva
Cercetator stiintific v mrﬁ' Maxim Birsa
03.12.2018
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Anexa 6. Act de implementare a brevetului MD 4474 nr. 2 din 03.12.2018

APROB

Microorganisme Nepatogene, IMB

APROB
Sef Colectia Nationala de

) ,m.: T

111ana CEPOI dr., conf. cercets
2018 CLose bife Oleg Chiselita_
03 " dousbzoa 201
S1 BIOTEHNOLOGIE" ACT =
lasive e, A 7 de jmplementare a brevetului MD 4474
i ) 3« 2077 | Nr.2din 03 decembrie 2018

« Prin prezentul Act se confirmd, ca rezultatele investigatiilor stiintifice, efectuate in cadrul

proiectului institutional, realizat

de cercetitorii

laboratorului

Colectia Nationalda de

Microorganisme Nepatogene al Institutului de Microbiologie §i Biotehnologie in anii 2015- =
2018, sunt implementate in procesul de conservare si pastrare de lungd durati a =
microorganismelor de interes biotehnologic in CNMN, pentru optimizarea metodelor de -
liofilizare §i pastrare a genofondului microbian autohton.
1. Denumirea elaboririi: Mediu de protectie pentru liofilizarea si pastrarea indelungata a
tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 (in bald brevetului de inventie MD 4474 B1

2017.03.31, BOPI nr. 3/2017).

2. Autorii elaboririi: CHISELITA Oleg, dr. in biol., conf. cercet., BURTEVA Svetlana,
dr. hab., prof. cercet., BIRSA Maxim, cercet. st., RUDIC Valeriu, academician,
BULIMAGA Valentina, dr. in biol., conf. universitar.

S0 A W

Organizatia executor: laboratorul Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene.
Beneficiar: Institutul de Microbiologie si Biotehnologie.
Perioada implementarii: 08.04.2015- 08.04.2017.

Esenta elaboririi: elaborarea mediului de protectie pentru liofilizarea si péstrarea

durabili a Srreptomyces canosus CNMN-Ac-02 cu utilizarea extractelor cianobacteriene

de naturd polizaharidica.

7. Rezultate: rezultatul consta in sporirea cu 12,6-38,0% a

viabilitatii tulpinii Streptomyces

canosus CNMNAc-02 dupd liofilizare §i cu 20,5-39,8% dupa 1 an de pastrare la
utilizarea mediului protector ce contine 1-50,0% vol. extract de polizaharide sulfatate cu

concentratia de 10 mg/ml.

8. Propuneri: claborarea este directionatd pentru optimizarea metodelor de conservare si
pastrare ex-situ a biodiversitatii. Informatia obtinutd poate fi utilizata de specialistii in

domeniu si cele conexe.

9. Responsabili de implementarea elaboririi:

Sef CNMN, dr. in biol., conf. cercet.
Cercetator stiinific princibal, dr. hab.
Cercetator stiintific

03.12.2018

, prof. cercet.,

166

7. )
CAULFE  Oleg Chiselita

(fJu A Svetlana Burteva
/I
70 volll Maxim Birsa

il b

R R T Sy T m‘»uMummdwnminmli [fi8

RN I

(UL TUR

oo RN 0



Anexa 7. Act de implementare a brevetului MD 1226 nr. 5 din 03.12.2018

APROB
Director adjunct pe probleme stiintifice
;11 IMB, dr, in boil., conf. cercet.,

201

LP. lmlmudzm JPT/CA FIZIOLOGIE

- STPROTECTTE A PLANTELOR
LP. ‘NSTS‘ITSJ)UTL mun.Chisinau, str.Padurii, 20
: ACT s

) 7 : ' b
|e$|r§ Nr. (39 de implementare a brevetgNi 84226 7. 1. 2074
oo K 2008 Nr. 5 din 03 decembrie 2018

Prin prezentul Act se confirma, ca rezultatele investigatiilor stiintifice, efectuate in cadrul
proiectelor institutionale, realizate de cercetatorii laboratorului Colectia Nationald de
Microorganisme Nepatogene al IMB si laboratorului Bioreglatori Naturali ai IGFPP in anii
2015- 2018, sunt implementate in procesul de conservare §i pastrare de lungd durati a
microorganismelor de interes biotehnologic in CNMN.,: pentru optimizarea metodelor de
liofilizare §i pastrare a genofondului microbian autohton.

1. Denumirea elaboririi: Mediu de protectie pentru conservarea si pdstrarea indelungatd
a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 (in baza Brevetului de inventie MD 1226,
2018-01-31.).

2. Autorii elaboririi: CHISELITA Oleg, dr. in biol., conf. cercet., BURTEVA Svetlana,
dr. hab., prof. cercet., BIRSA Maxim, cercet. st., MASCENCO Natalia., dr. in chimie,
conf.cercet.

3. Organizatia executor: laboratorul Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene.

4. Beneficiar: Institutul de Microbiologie si Biotehnologie, Institutul de Genetica
Fiziologie si protectie a Plantelor.

5. Perioada implementirii: 08.02.2016-08.02.2018.

6. Esenta elaboririi: elaborarea mediului de protectie pentru conservarea i pastrarea
durabild a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 cu utilizarea extractelor
glicozidice vegetale.

7. Rezultate: rezultatul consta in sporirea cu 11,3-18,% a viabilitatii tulpinii Streptomyces
canosus CNMNAc-02 dupa liofilizare si cu 6,5-16,6% dupé 1 an de pastrare la utilizarea
mediului protector ce confine 0,00005-0,05% extract de glicozide iridoide din Linaria
genistifolia —(L.) Mill. (genistifoliozide).

8. Propuneri: elaborarea este directionatd pentru optimizarca metodelor de conservare si
pastrare ex-situ a biodiversitdtii. Informatia obtinuta poate fi utilizatd de specialistii in
domeniu si cele conexe.

9. Responsabili de implementarea elaboririi:

Cercetitor stiintific princ.r, CNMN, dr. hab., prof. cercet., L -’"__ e Svetlana Burteva
Cercetitor stiintific coord., IGPFP, dr. in chimie., ( C\/ - Natalia Mascenco
Cercetator stiintific CNMN L{:\/‘;/ Maxim Birsa
03.12.2018
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Anexa 8. Act de implementare a brevetului MD 1235 nr. 6 din 03.12.2018

APROB| 15/ gfwi, =) _APROB
probleme stiintifice Directdr Inftitutuf el Genetica Fiziologie
dil., conf. cercet., si prote\qp "E;Ii’nztc or, dr. hdb., prof. cercet.,
N7 (o poece B0 e/

Liliana CEPOI Nk R Vasile Botnari

2 2018 LP. INSTITUTULDE GENETICA, FIZIOLOGIE
& P =8l PRo’ﬁEn'ﬁr'Amm__zms

* 200, EVSEY mun Chigindu, str.PAadurdi 20
LP. "INSTITUTUL DE MICROBIOBOGH: |
SI RIOTEHNOLOGIE" ACT Ne PEZ Y 7. 20K

lesire Nr. 431

de implementare a brevetului MD 1235

S - Xu 2047 | Nr.6din 03 decembric 2018

Prin prezentul Act se confirmd, cé rezultatele investigatiilor stiinifice, efectuate in cadrul
proiectelor institutionale, realizate de cercetdtorii laboratorului  Colectia Nationald de
Microorganisme Nepatogene al IMB si laboratorului Bioreglatori Naturali ai IGFPP in anii
2015- 2018, sunt implementate in procesul de conservare si pastrare de lungd durata a
microorganismelor de interes biotehnologic in CNMN, pentru optimizarea metodelor de
liofilizare si pastrare a genofondului microbian autohton.

1. Denumirea elaboriirii: Mediu de protectie pentru conservarea §i pdstrareda indelungatd
a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 (in baza Brevetului de inventie MD 1235,
2018-02-28.).

2. Autorii elaboririi: CHISELITA Oleg, dr. in biol., conf. cercet., BURTEVA Svetlana,
dr. hab., prof. cercet., BIRSA Maxim, cercet. st., MASCENCO Natalia, dr. in chimie,
conf.cercet.

3. Organizatia executor: laboratorul Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene.

4. Beneficiar: Institutul de Microbiologie si Biotehnologie, Institutul de Genetica
Fiziologie si protectic a Plantelor.

5. Perioada implementirii: 08.02.2016-08.02.2018.

6. Esenta elaboririi: elaborarea mediului de protectie pentru conservarea i pastrarea
durabila a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 cu utilizarca extractelor
glicozidice vegetale.

7. Rezultate: rezultatul consta in sporirea in medie cu 10,1% a viabilitatii tulpinii
Streptomyces canosus CNMNAc-02 dupd liofilizare §i cu 5.4% dupa 1 an de pastrare la
utilizarea mediului protector ce contine 0,0005-0,05% extract de glicozide iridoide din
din Verbascum —phlomoides (L.) (verbascozide).

8. Propuneri: elaborarea este directionatd pentru optimizarca metodelor de conservare si
pastrare ex-sifu a biodiversitatii. Informatia obtinuta poate fi utilizata de specialistii in
domeniu si cele conexe.

9. Responsabili de implementarea elaborarii:

Cercetator stiintific princ., CNMN, dr. hab., prof. cercet., R e/ AN Svetlana Burtcva

Cercetitor stiintific coord., IGPFP, dr. in chimie., Natalia Mascenco

Cercetitor stiintific CNMN, Maxim Birsa

03.12.2018
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Chiselita Oleg, Burteva Svetlana, Birsa Maxim, Rudic Valeriu

President of International Jury President of Exhibition
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Anexa 10. Diploma ,,Medalia de Aur” Expozitia Internationala Specializata
INFOINVENT, 2017

as AGENTIA DE STAT
Edltla aXV-a A @ PENTRU PROPRIETATEA
A REPUBUICIHI MOLDOVA

Expozitia Internationala Specializaté

~INFOINVENT"”

DIPLOMA

se acorda

Chiselita Oleg , Burteva Svetlana  Biisa Maxim,
Rudic f/a/er/u

pentru

Med)s //‘o//)rofeaﬁz/a p@nm/ Consesrvarzeg
tulpinilor de streptomicete

PRESEDINTELE
COMITETULUI ORGANIZATORIC

L , / PRESEDINTELE
. JURIULUI INTERNATIONAL

(*/1 (J

15-18 noiembrie 2017,
Chisinau, Republica Moldova
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Anexa 11. Diploma ,,Medalia de Aur” Salonul International de Cercetare, Inovare si
Transfer Tehnologic, INVENTICA, 2018

Diploma

Institutul National
de Invenucd, lasi

Offered to Mr [ Ms

Institute of Microbiology and Biotechnology

LYOPROTECTIVE AND LONG-TERM STORAGE MEDIA
FOR STREPTOMYCES STRAINS

CHISELITA OLEG, BURTEVA SVETLANA,
BIRSA MAXIM, RUDIC VALERIU, MASCENCO NATALIA

in recognition of high scientific contribution
and loyalty to the XXII-th International Salon of Research,
Innovation and Technological Transfer

INVENTICA 2018

lasi, Romania,
27-29 June 2018

MANAGER
NATIONAL INSTITUTE OF INVENTICS
Prof. Neculai SEGHEDIN PhD
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Anexa 12. Diploma ,,Medalia de Aur” Targul International de Inventii si Idei
Practice, INVENT — INVEST, 2018

CHISINAU - REPUBLICA MOLDOVA .
NVEN Targul International /28N
018 de Inventi
si Idei Practice

Se acorda

Medalia de aur

Autorilor: Chiselita O., Burteva S., Birsa M., Rudic V.,
Magcenco N.

pentru

Inventia/Lucrarea: Lyoprotective and long-term storage media
for Streptomyces strains

- INVEST 2018

Laureat al Premiului Juriului
Targului International de Inventi si Idei Practice - 2018
Chisinau - Republica Moldova INVENT - INVEST 2018

Presedinte Juriu,
_O 1' ﬂ. o /( 4

Presedinte SIR,

Prof. univ. dr. ﬁz%ntin Marin ANTOHI
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Declaratia privind asumarea raspunderii

Subsemnatul, declar pe raspundere personala cd materialele prezentate in teza de doctorat

sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza

sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Birsa Maxim

Semnatura

Data
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CV-ul candidatului

Nume, prenume:
BIRSA Maxim
Data, locul nagsterii.

08.08.1989, or. Chisindu

Cetatenia:

Republica Moldova

Studii:

2014 — 2017 (doctorat) Institutul de Microbiologie si Biotehnologie, specialitatea 163.04 —
Microbiologie.

2012 — 2014 Universitatea Tehnicda a Moldovei, Facultatea Tehnologia si Management in
Industria Alimentara, Specialitatea calitatea si securitatea produselor alimentare, magistru in
tehnologii de fabricare si prelucrare;

2008 — 2012 Universitatea Tehnica a Moldovei, Facultatea Tehnologia si Management in
Industria Alimentara, Specialitatea Biotehnologii Industriale, licentiat in tehnologie chimica si
biotehnologii;

1996 — 2008 Liceul teoretic ,,Stefan cel Mare”, or. Chisinau.

Domeniile de interes stiintific:

Microbiologie, lucrul de colectie, grupul de streptomicete; activitatea antimicrobiand, aplicarea
streptomicetelor si a produsilor lor in domeniile agriculturii.

Activitatea profesionala: 04.2013 — prezent Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al
ASM, Laboratorul Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene, cercetdtor stiintific;
11.2013 — 12.2014 Institutul de Genetica, Fiziologie si Protectia Plantelor al ASM, Laboratorul
Fitopatologie si Biotehnologie, cercetator stiintific Stagiar; 04.2014 — 04.2016 Institutul de
Zoologie, Laboratorul Parazitologie si Helmintologie, cercetator stiintific stagiar.

Participari la proiecte:

18.80012.51.16A ,Validarea testelor microbiologice si biochimice pentru studii de
nanotoxicologie”, (2018-2019), proiect pentru tineri cercetatori; executant.

15.817.05.17A ,Potentialul nanotehnologic in bioremedierea solului contaminat cu poluanti
organici persistenti”, (2015-2019), proiect institutional; executant.

17.80012.51.10A ,,Conservanti naturali de origine cianobacteriana pentru pastrarea

microorganismelor”, (2017-2018), proiect pentru tineri cercetatori; executant.
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11.817.04.11A cu tema ,,Evaluarea si valorificarea potentialului microbiologic pentru elaborarea
tehnologiilor agriculturii durabile”, (2011-2014), proiect institutional; executant.

14.820.18.05.01 STCU A./5948 ,Adaptarea metodelor biologice in protectia plantelor
legumicole de fitonematode parazite periculoase si alte maladii fitopatogene in teren protejat din
R. Moldova”, (2014 — 2016), proiect bilateral moldo-ucrainean, executant.

Participari la foruri stiintifice:

19-s1 MexayHapoaHasi MyIIMHCKAs IKOJIa-KOH(EpeHIIs MOJIOIbIX yu€HbIX «buomnorus — Hayka
XXI Bekay, (ITymmno, 2015); 5-ii BcepoccHilCKuii CUMIIO3UYM € MEKIYHAPOAHBIM Y4aCTHEM
"ABTOTpodHBIe MUKpoOopranu3msl", Mocksa, MI'Y umenu M.B. JlomonocoBa. buonorunueckuit
daxynerer, (MockBa, 2015); II MexayHapoaHas Hay4dyHO-IIPAKTUYECKAsh KOH(EPCHIUS,
nocsienHass 105-netuto co aHs poxaeHus mnpodeccopa DOmuinu AnpusHoBHbl LITHHOIA,
(Kupor, 2015); III MexayHaponaubiii Muxkonorndeckuit ®opym, (Mocksa, 2015); 3rd
International Conference on Microbial Biotechnology, (Chisinau, 2016); Conferinta Stiintifica
Internationala a Doctoranzilor ,,Tendinte contemporane ale dezvoltarii stiintei: viziuni ale
tinerilor cercetatori”. Editia a V-a, (Chisinau, 2016); XII International Scientific Conference for
students and PhD students ,,Youth and progress of biology”. (Lviv, 2016); 20-s MexxyHapoaHast
NYIIMHCKAs MKoJa-KoH(epeHIms Mojoabix yuéHbix «buosnorus — Hayka XXI Bekay, (ITymuHo,
2016); 21-1 MexayHapoHas MyIIMHCKAs [IKOJa-KOH(EPEHIUs MOJIOABIX YUEHbIX «bromorus —
Haykxa XXI Bekaw, (ITymuno, 2016); Eurolnvent 2017. The 9th Edition of Euroinvent European
Exhibition of Creativity and Innovation, (Iasi, 2017); Infolnvent 2017. Expozitia internationala
(Editia a XV-a), (Chisindu, 2017).

Lucrari stiintifice publicate: 91, dintre care:

Articole: in reviste recenzate — 13, inclusiv in monoautorat 2, Materiale ale comunicarilor
stiintifice — 72, inclusiv in monoautorat — 7, Brevete de inventii — 6.

Apartenenta la societdti/asociatii stiintifice nationale si internationale:

Membru al Societatii de Microbiologie din Moldova; Membru al Federatiei Europene a
Societatii Microbiologice.

Cunoasterea limbilor:

Romana (maternd), engleza (mediu), rusa (fluent).

Date de contact:

Institutul de Microbiologie si Biotehnologie,

Republica Moldova, Chisinau, str. Academiei 1, MD-2028,

tel.: 00-22-72-50-55, mobil: +37379306237,

e-mail: mellon23@yandex.ru
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