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ADNOTARE  

B´rsa Maxim ĂViabilitatea Ἠi variabilitatea tulpinii  Streptomyces canosus CNMN-Ac-

02 dupŁ liofilizare ´n prezenἪa compuἨilor de origine cianobacterianŁ Ἠi vegetalŁò, tezŁ de 

doctor ´n ἨtiinἪe biologice, ChiĸinŁu, 2019. 

Teza constŁ din 130 pagini text de bazŁ Ἠi conἪine introducere, cinci capitole, concluzii 

generale ĸi recomandŁri, bibliografie cu 268 titluri, 51 figuri, 18 tabele Ἠi 12 anexe. Rezultatele 

obἪinute sunt publicate ´n 25 publicaἪii ἨtiinἪifice. 

Cuvintele cheie: Streptomyces canosus, liofilizare, viabilitate, lioprotectori, variabilitate, 

preparate de origine cianobacterianŁ Ἠi vegetalŁ, lipide. 

Scopul lucrŁrii: evaluarea influenἪei preparatelor biologic active de origine 

cianobacterianŁ ĸi vegetalŁ asupra viabilitŁŞii Ἠi stabilitŁἪii tulpinii Streptomyces canosus CNMN-

Ac-02 ´n procesul liofilizŁrii.  

Obiectivele cercetŁrii: 1) Evaluarea efectului lioprotector al substanἪelor biologic active 

de origine cianobacterianŁ prin estimarea viabilitŁἪii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 dupŁ 

liofilizare; 2) Estimarea efectului lioprotector al extractelor glicozidice vegetale prin estimarea 

viabilitŁἪii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 dupŁ liofilizare; 3) Aprecierea acἪiunii preparatelor 

cianobacteriene asupra caracterelor morfo-culturale ale S. canosus CNMN-Ac-02 ´n procesul 

liofilizŁrii; 4) Evaluarea acἪiunii preparatelor vegetale asupra caracterelor morfo-culturale ale S. 

canosus CNMN-Ac-02 ´n procesul liofilizŁrii; 5) EvidenἪierea acἪiunii agenἪilor lioprotectori 

asupra productivitŁἪii Ἠi lipidogenezei la S. canosus CNMN-Ac-02 ´n vederea elucidŁrii 

rŁspunsului celular la acἪiunea factorilor de stres. 

Noutatea Ἠi originalitatea ĸtiinŞificŁ: 1) Pentru prima datŁ a fost demonstratŁ eficienἪa 

extractelor biologic active de origine cianobacterianŁ Ἠi vegetalŁ ´n calitate de lioprotectori Ἠi 

substanἪe rehidratante la pŁstrarea de lungŁ duratŁ a S. canosus CNMN-Ac-02; 2) Au fost 

elaborate Ἠi brevetate medii de protecἪie noi pentru liofilizarea eficientŁ Ἠi pŁstrarea durabilŁ a 

tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 cu utilizarea extractelor de origine cianobacterianŁ Ἠi vegetalŁ; 

3) Ċn premierŁ a fost studiatŁ influenἪa extractelor de origine cianobacterianŁ Ἠi vegetalŁ ca 

reglatori ai creἨterii Ἠi lipidogenezei la tulpina S. canosus CNMN-Ac-02. 

Rezultatul obἪinut, care contribuie la soluἪionarea unei probleme ἨtiinἪifice 

importante constŁ ´n elucidarea acἪiunii preparatelor de origine cianobacterianŁ Ἠi vegetalŁ ´n 

calitate agenἪi lioprotecori pentru liofilizarea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02, ceea ce a dus la 

evidenἪierea eficienἪei acestor preparate ´n menἪinerea viabilitŁἪii Ἠi stabilitŁἪii streptomicetei ´n 

procesul pŁstrŁrii ´n stare liofilizatŁ, fapt ce a permis perfecἪionarea metodelor de pŁstrare a 

culturii ´n cadrul ColecἪiei NaŞionale de Microorganisme Nepatogene. 

SemnificaŞia teoreticŁ: a fost adusŁ o contribuἪie importantŁ la fundamentarea ἨtiinἪificŁ 

Ἠi demonstrarea posibilitŁἪii utilizŁrii extractelor de origine cianobacterianŁ Ἠi vegetalŁ at©t ´n 

calitate de protectori la liofilizarea streptomicetelor, c©t Ἠi stimulatori ai productivitŁἪii Ἠi 

lipidogenezei la tulpina Streptomyces canosus CNMN-Ac-02. 

Valoarea aplicativŁ a lucrŁrii: au fost elaborate Ἠi brevetate 4 medii de protecἪie noi 

pentru liofilizarea Ἠi pŁstrarea durabilŁ a tulpinii studiate; au fost propuse medii nutritive noi 

pentru sporirea potenἪialului biosintetic Ἠi modelarea raportului fracἪiilor lipidice la tulpina 

Streptomyces canosus CNMN-Ac-02. 

Implementarea rezultatelor ĸtiinŞifice: rezultatele obἪinute au fost implementate ´n 

cadrul ColecἪiei NaἪionale de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie Ἠi 

Biotehnologie: Actele de implementare nr. 1, 2, 5 ĸi 6 din 03.12.2018. 
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ɸʅʅʆʊɸʎʀʗ 

ɹʳʨʩʘ ʄʘʢʩʠʤ Ăɺʳʞʠʚʘʝʤʦʩʪʴ ʠ ʚʘʨʠʘʙʠʣʴʥʦʩʪʴ ʰʪʘʤʤʘ Streptomyces canosus 

CNMN-Ac-02 ʧʦʩʣʝ ʣʠʦʬʠʣʠʟʘʮʠʠ ʚ ʧʨʠʩʫʪʩʪʚʠʠ ʚʝʱʝʩʪʚ ʮʠʘʥʦʙʘʢʪʝʨʠʘʣʴʥʦʡ ʠ 

ʨʘʩʪʠʪʝʣʴʥʦʡ ʧʨʠʨʦʜʳò, ʜʠʩʩʝʨʪʘʮʠʷ ʜʦʢʪʦʨʘ ʙʠʦʣʦʛʠʯʝʩʢʠʭ ʥʘʫʢ, ʂʠʰʠʥʝʚ, 2019. 

ɼʠʩʩʝʨʪʘʮʠʷ ʩʦʩʪʦʠʪ ʠʟ 130 ʩʪʨʘʥʠʮ ʦʩʥʦʚʥʦʛʦ ʪʝʢʩʪʘ ʠ ʩʦʜʝʨʞʠʪ ʚʚʝʜʝʥʠʝ, ʧʷʪʴ ʛʣʘʚ, 

ʦʙʱʠʝ ʚʳʚʦʜʳ ʠ ʨʝʢʦʤʝʥʜʘʮʠʠ, ʙʠʙʣʠʦʛʨʘʬʠʶ ʠʟ 268 ʠʩʪʦʯʥʠʢʦʚ, 51 ʨʠʩʫʥʦʢ, 18 ʪʘʙʣʠʮ ʠ 12 

ʧʨʠʣʦʞʝʥʠʡ. ʈʝʟʫʣʴʪʘʪʳ ʦʪʨʘʞʝʥʳ ʚ 25 ʥʘʫʯʥʳʭ ʧʫʙʣʠʢʘʮʠʷʭ. 

ʂʣʶʯʝʚʳʝ ʩʣʦʚʘ: Streptomyces canosus, ʣʠʦʬʠʣʠʟʘʮʠʷ, ʚʳʞʠʚʘʝʤʦʩʪʴ, 

ʣʠʦʧʨʦʪʝʢʪʦʨʳ, ʚʘʨʠʘʙʠʣʴʥʦʩʪʴ, ʵʢʩʪʨʘʢʪʳ ʮʠʘʥʦʙʘʢʪʝʨʠʘʣʴʥʦʛʦ ʠ ʨʘʩʪʠʪʝʣʴʥʦʛʦ 

ʧʨʦʠʩʭʦʞʜʝʥʠʷ, ʣʠʧʠʜʳ. 

ʎʝʣʴ ʨʘʙʦʪʳ: ʦʮʝʥʢʘ ʚʣʠʷʥʠʷ ʙʠʦʣʦʛʠʯʝʩʢʠ ʘʢʪʠʚʥʳʭ ʧʨʝʧʘʨʘʪʦʚ 

ʮʠʘʥʦʙʘʢʪʝʨʠʘʣʴʥʦʡ ʠ ʨʘʩʪʠʪʝʣʴʥʦʡ ʧʨʠʨʦʜʳ ʥʘ ʚʳʞʠʚʘʝʤʦʩʪʴ ʠ ʩʪʘʙʠʣʴʥʦʩʪʴ ʰʪʘʤʤʘ 

Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ʧʨʠ ʣʠʦʬʠʣʠʟʘʮʠʠ. 

ɿʘʜʘʯʠ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʷ: 1) ʆʮʝʥʢʘ ʣʠʦʧʨʦʪʝʢʪʦʨʥʦʛʦ ʜʝʡʩʪʚʠʷ ʙʠʦʣʦʛʠʯʝʩʢʠ ʘʢʪʠʚʥʳʭ 

ʚʝʱʝʩʪʚ ʮʠʘʥʦʙʘʢʪʝʨʠʘʣʴʥʦʛʦ ʧʨʦʠʩʭʦʞʜʝʥʠʷ ʧʫʪʝʤ ʦʧʨʝʜʝʣʝʥʠʷ ʞʠʟʥʝʩʧʦʩʦʙʥʦʩʪʠ ʰʪʘʤʤʘ 

Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ʧʦʩʣʝ ʣʠʦʬʠʣʠʟʘʮʠʠ; 2) ʆʧʨʝʜʝʣʝʥʠʝ ʣʠʦʧʨʦʪʝʢʪʦʨʥʦʛʦ 

ʜʝʡʩʪʚʠʷ ʵʢʩʪʨʘʢʪʦʚ ʨʘʩʪʠʪʝʣʴʥʳʭ ʛʣʠʢʦʟʠʜʦʚ ʧʫʪʝʤ ʦʧʨʝʜʝʣʝʥʠʷ ʞʠʟʥʝʩʧʦʩʦʙʥʦʩʪʠ ʰʪʘʤʤʘ 

S. canosus CNMN-Ac-02 ʧʦʩʣʝ ʣʠʦʬʠʣʠʟʘʮʠʠ; 3) ʆʮʝʥʢʘ ʜʝʡʩʪʚʠʷ ʧʨʝʧʘʨʘʪʦʚ ʮʠʘʥʦʙʘʢʪʝʨʠʡ 

ʥʘ ʤʦʨʬʦʢʫʣʴʪʫʨʘʣʴʥʳʝ ʩʚʦʡʩʪʚʘ Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ʧʨʠ ʣʠʦʬʠʣʠʟʘʮʠʠ; 4) 

ʆʮʝʥʢʘ ʜʝʡʩʪʚʠʷ ʨʘʩʪʠʪʝʣʴʥʳʭ ʧʨʝʧʘʨʘʪʦʚ ʥʘ ʤʦʨʬʦʢʫʣʴʪʫʨʘʣʴʥʳʝ ʩʚʦʡʩʪʚʘ Streptomyces 

canosus CNMN-Ac-02 ʧʨʠ ʣʠʦʬʠʣʠʟʘʮʠʠ; 5) ʀʟʫʯʝʥʠʝ ʜʝʡʩʪʚʠʷ ʣʠʦʧʨʦʪʝʢʪʦʨʥʳʭ ʧʨʝʧʘʨʘʪʦʚ 

ʥʘ ʧʨʦʜʫʢʪʠʚʥʦʩʪʴ ʠ ʩʠʥʪʝʟ ʣʠʧʠʜʦʚ ʫ Streptomyces canosus CNMN-Ac-02;  

ʅʘʫʯʥʘʷ ʥʦʚʠʟʥʘ ʠ ʦʨʠʛʠʥʘʣʴʥʦʩʪʴ: 1) ɺʧʝʨʚʳʝ ʙʳʣʘ ʧʦʢʘʟʘʥʘ ʵʬʬʝʢʪʠʚʥʦʩʪʴ 

ʙʠʦʣʦʛʠʯʝʩʢʠ ʘʢʪʠʚʥʳʭ ʮʠʘʥʦʙʘʢʪʝʨʠʘʣʴʥʳʭ ʠ ʨʘʩʪʠʪʝʣʴʥʳʭ ʵʢʩʪʨʘʢʪʦʚ ʚ ʢʘʯʝʩʪʚʝ 

ʣʠʦʧʨʦʪʝʢʪʦʨʦʚ ʠ ʨʝʛʠʜʨʘʪʘʥʪʦʚ ʜʣʷ ʜʣʠʪʝʣʴʥʦʛʦ ʭʨʘʥʝʥʠʷ Streptomyces canosus CNMN-Ac-

02; 2) ʈʘʟʨʘʙʦʪʘʥʳ ʠ ʟʘʧʘʪʝʥʪʦʚʘʥʳ ʥʦʚʳʝ ʟʘʱʠʪʥʳʝ ʩʨʝʜʳ ʜʣʷ ʫʩʧʝʰʥʦʡ ʣʠʦʬʠʣʠʟʘʮʠʠ ʠ 

ʜʣʠʪʝʣʴʥʦʛʦ ʭʨʘʥʝʥʠʷ ʰʪʘʤʤʘ Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ʩ ʠʩʧʦʣʴʟʦʚʘʥʠʝʤ 

ʮʠʘʥʦʙʘʢʪʝʨʠʘʣʴʥʳʭ ʠ ʨʘʩʪʠʪʝʣʴʥʳʭ ʵʢʩʪʨʘʢʪʦʚ; 3) ɺʧʝʨʚʳʝ ʠʟʫʯʝʥʦ ʚʣʠʷʥʠʝ ʵʢʩʪʨʘʢʪʦʚ 

ʮʠʘʥʦʙʘʢʪʝʨʠʘʣʴʥʦʛʦ ʠ ʨʘʩʪʠʪʝʣʴʥʦʛʦ ʧʨʦʠʩʭʦʞʜʝʥʠʷ ʢʘʢ ʨʝʛʫʣʷʪʦʨʦʚ ʨʦʩʪʘ ʠ ʦʙʨʘʟʦʚʘʥʠʷ 

ʣʠʧʠʜʦʚ ʰʪʘʤʤʘ Streptomyces canosus CNMN-Ac-02. 

ʇʦʣʫʯʝʥʥʳʡ ʨʝʟʫʣʴʪʘʪ, ʩʧʦʩʦʙʩʪʚʫʶʱʠʡ ʨʝʰʝʥʠʶ ʚʘʞʥʦʡ ʥʘʫʯʥʦʡ ʧʨʦʙʣʝʤʝ 

ʟʘʢʣʶʯʘʝʪʩʷ ʚ ʦʧʨʝʜʝʣʝʥʠʠ ʜʝʡʩʪʚʠʷ ʧʨʝʧʘʨʘʪʦʚ ʮʠʘʥʦʙʘʢʪʝʨʠʘʣʴʥʦʛʦ ʠ ʨʘʩʪʠʪʝʣʴʥʦʛʦ 

ʧʨʦʠʩʭʦʞʜʝʥʠʷ ʚ ʢʘʯʝʩʪʚʝ ʣʠʦʧʨʦʪʝʢʪʦʨʦʚ ʧʨʠ ʣʠʦʬʠʣʠʟʘʮʠʠ ʰʪʘʤʤʘ Streptomyces canosus 

CNMN-Ac-02, ʯʪʦ ʧʨʠʚʝʣʦ ʢ ʚʳʷʚʣʝʥʠʶ ʵʬʬʝʢʪʠʚʥʦʩʪʠ ʵʪʠʭ ʧʨʝʧʘʨʘʪʦʚ ʚ ʧʦʜʜʝʨʞʘʥʠʠ 

ʞʠʟʥʝʩʧʦʩʦʙʥʦʩʪʠ ʠ ʩʪʘʙʠʣʴʥʦʩʪʠ ʩʪʨʝʧʪʦʤʠʮʝʪʦʚ ʚ ʧʨʦʮʝʩʩʝ ʣʠʦʬʠʣʠʟʘʮʠʠ ʠ ʧʦʟʚʦʣʠʣʦ 

ʫʣʫʯʰʠʪʴ ʤʝʪʦʜʳ ʭʨʘʥʝʥʠʷ ʢʫʣʴʪʫʨʳ ʚ ʨʘʤʢʘʭ ʅʘʮʠʦʥʘʣʴʥʦʡ ʂʦʣʣʝʢʮʠʠ ʅʝʧʘʪʦʛʝʥʥʳʭ 

ʄʠʢʨʦʦʨʛʘʥʠʟʤʦʚ. 

ʊʝʦʨʝʪʠʯʝʩʢʦʝ ʟʥʘʯʝʥʠʝ: ʚʥʝʩʝʥ ʟʥʘʯʠʪʝʣʴʥʳʡ ʚʢʣʘʜ ʚ ʥʘʫʯʥʦʝ ʦʙʦʩʥʦʚʘʥʠʝ 

ʚʦʟʤʦʞʥʦʩʪʠ ʠʩʧʦʣʴʟʦʚʘʥʠʷ ʙʠʦʣʦʛʠʯʝʩʢʠ ʘʢʪʠʚʥʳʭ ʚʝʱʝʩʪʚ ʮʠʘʥʦʙʘʢʪʝʨʠʘʣʴʥʦʛʦ ʠ 

ʨʘʩʪʠʪʝʣʴʥʦʛʦ ʧʨʦʠʩʭʦʞʜʝʥʠʷ ʢʘʢ ʚ ʢʘʯʝʩʪʚʝ ʧʨʦʪʝʢʪʦʨʦʚ ʧʨʠ ʣʠʦʬʠʣʠʟʘʮʠʠ ʩʪʨʝʧʪʦʤʠʮʝʪʦʚ, 

ʪʘʢ ʠ ʩʪʠʤʫʣʷʪʦʨʦʚ ʥʘʢʦʧʣʝʥʠʷ ʙʠʦʤʘʩʩʳ ʠ ʣʠʧʠʜʦʦʙʨʘʟʦʚʘʥʠʷ ʰʪʘʤʤʘ Streptomyces canosus 

CNMN-Ac-02. 

ʇʨʠʢʣʘʜʥʘʷ ʮʝʥʥʦʩʪʴ ʨʘʙʦʪʳ: ʨʘʟʨʘʙʦʪʘʥʳ ʠ ʟʘʧʘʪʝʥʪʦʚʘʥʳ 4 ʥʦʚʳʝ ʟʘʱʠʪʥʳʝ 

ʩʨʝʜʳ ʜʣʷ ʣʠʦʬʠʣʠʟʘʮʠʠ ʠ ʜʣʠʪʝʣʴʥʦʛʦ ʭʨʘʥʝʥʠʷ ʠʩʩʣʝʜʫʝʤʦʛʦ ʰʪʘʤʤʘ; ʧʨʝʜʣʦʞʝʥʳ ʥʦʚʳʝ 

ʧʠʪʘʪʝʣʴʥʳʝ ʩʨʝʜʳ ʜʣʷ ʧʦʚʳʰʝʥʠʷ ʙʠʦʩʠʥʪʝʪʠʯʝʩʢʦʛʦ ʧʦʪʝʥʮʠʘʣʘ ʠ ʨʝʛʫʣʠʨʦʚʘʥʠʷ 

ʩʦʦʪʥʦʰʝʥʠʷ ʣʠʧʠʜʥʳʭ ʬʨʘʢʮʠʡ ʰʪʘʤʤʘ Streptomyces canosus CNMN-Ac-02. 

ɺʥʝʜʨʝʥʠʝ ʥʘʫʯʥʳʭ ʨʝʟʫʣʴʪʘʪʦʚ: ʧʦʣʫʯʝʥʥʳʝ ʨʝʟʫʣʴʪʘʪʳ ʚʥʝʜʨʝʥʳ ʚ ʨʘʤʢʘʭ 

ʅʘʮʠʦʥʘʣʴʥʦʡ ʂʦʣʣʝʢʮʠʠ ʅʝʧʘʪʦʛʝʥʥʳʭ ʄʠʢʨʦʦʨʛʘʥʠʟʤʦʚ ʀʥʩʪʠʪʫʪʘ ʄʠʢʨʦʙʠʦʣʦʛʠʠ ʠ 

ɹʠʦʪʝʭʥʦʣʦʛʠʠ: ɸʢʪ rʦ ʚʥʝʜʨʝʥʠʠ ˉ 1, 2, 5 ʠ 6 ʦʪ 03.12.2018. 
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ANNOTATION  

B´rsa Maxim ĂViability and variability of Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 strain 

after lyophilization in the presence of compounds of cyanobacterial and plant originò, 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-Ac-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-Ac-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-Ac-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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Czapek, PL (martor) Ἠi DL (probe experimentale) ´n prezenἪa polizaharidelor sulfatate cu zinc, 

rehidratatŁ cu apŁ distilatŁ ééééééééé...ééé.............................................ééé90 

Fig. 4.9. Coloniile tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 cultivate pe mediul Czapek, PL 

(martor) Ἠi DL (probe experimentale) ´n prezenἪa polizaharidelor sulfatate cu zinc, rehidratate cu 

soluἪii de principii utilizate.ééééééé.......éééééééééééééééééé91 

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

Czapek, PL (martor) Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ (probe experimentale) ´n prezenἪa 

compuἨilor de origine cianobacterianŁ, la rehidratare cu apŁ distilatŁé..é..........ééé......é93 

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

(martor) Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ (probele experimentale) ´n prezenἪa 

compuἨilor de origine cianobacterianŁ, rehidratat cu soluἪii de principii utilizateéééééé95 

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

(martor) Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ (probele experimentale) Ἠi rehidratate ´n 

prezenἪa compuἨilor de origine cianobacterianŁ, ´n cadrul stabilirii limitelor efectului pozitiv...96 

Fig. 4.13. Aspectul coloniilor de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 pe mediul Czapek, PL 

(martor) Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ (probele experimentale) ´n prezenἪa 

polizaharidelor sulfatate cu zinc, la rehidratare cu apŁ distilatŁééééééé.é.éé..éé98 

Fig. 4.14. Aspectul coloniilor tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 pe mediul Czapek, 

PL (martor) Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ (probele experimentale) Ἠi rehidratare ´n 

prezenἪa polizaharidelor sulfatate cu zincéééééééééééééééééé..ééé99 

Fig. 4.15. ProprietŁἪile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 pe 

mediul Czapek, PL (martor) Ἠi DL (probele experimentale) ´n prezenἪa glicozidelor de origine 

vegetalŁ, la rehidratare cu apŁ distilatŁéééééé...éééé..ééééééé...ééé102 

Fig. 4.16. Aspectul coloniilor de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 pe mediul Czapek, PL 

(martor) Ἠi DL (probele experimentale) Ἠi rehidratate ´n prezenἪa glicozidelor de origine 

vegetalŁ........................................................................................................................................104 

Fig. 4.17. Aspectul coloniilor de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 pe mediul Czapek, PL 

(martor) Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ (probele experimentale) ´n prezenἪa 

glicozidelor de origine vegetalŁ, la rehidratare cu apŁ distilatŁéé.ééé...ééé...ééé106 

Fig. 4.18. Aspectul coloniilor la Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 pe mediul Czapek, PL 

(martor) Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ (probele experimentale) Ἠi rehidratate ´n 

prezenἪa glicozidelor de origine vegetalŁéééé.ééééééé...............éééééé109 
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Fig. 5.1. Etapele de realizare a studului de evidenŞiere a efectului preparatelor naturale asupra 

dezvoltŁrii ĸi activitŁŞii biosintetice a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02é.........é113 

Fig. 5.2. Cantitatea de lipide totale obἪinute la 1 litru mediu de cultivare a Streptomyces canosus 

CNMN-Ac-02 ´n prezenἪa preparatelor cianobacteriene......éééééé..éééé.ééé116 

Fig. 5.3. Raportul cantitativ al fracἪiilor lipidice principale ´n biomasa de Streptomyces canosus 

CNMN-Ac-02 sub influenἪa preparatului BioRéééééééééé..éé.éééééé117 

Fig. 5.4. Raportul cantitativ al fracἪiilor lipidice principale ´n biomasa de Streptomyces canosus 

CNMN-Ac-02 sub influenἪa preparatului PSSZn ééééééééé.é...ééééééé118 

Fig. 5.5. Raportul cantitativ al fracἪiilor lipidice secundare ´n biomasa de Streptomyces canosus 

CNMN-Ac-02 ´n urma cultivŁrii pe mediul M-I suplimentat cu BioR ééé..éééééé119 

Fig. 5.6. Raportul cantitativ al fracἪiilor lipidice secundare ́ n biomasa de Streptomyces canosus 

CNMN-Ac-02 ´n urma cultivŁrii pe mediul M-I suplimentat cu PSSZn ééééé.....ééé119 

Fig. 5.7. AcἪiunea extractelor vegetale asupra cantitŁἪii totale de lipide (g/l) ´n biomasa de 

Streptomyces canosus CNMN-Ac-02éééééééééé....ééééé..éééééé123 

Fig. 5.8. InfluenἪa glicozidelor LG asupra raportului cantitativ al fracἪiilor principale de lipide la 

tulpina Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ééééééé...ééééé..éééééé123 

Fig. 5.9. InfluenἪa glicozidelor LG asupra raportului cantitativ al fracἪiilor secundare de lipide la 

tulpina Streptomyces canosus CNMN-Ac-02éééééééééééé..ééééééé124 

Fig. 5.10. InfluenἪa glicozidelor VP asupra raportului cantitativ al fracἪiilor principale de lipide la 

tulpina Streptomyces canosus CNMN-Ac-02éééééééééééé..ééééééé125 

Fig. 5.11. InfluenἪa glicozidelor VP asupra raportului cantitativ al fracἪiilor secundare de lipide la 

tulpina Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ééééééééééé...é..éééééé126 
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LISTA ABREVIERILOR  

BAU ï biomasa absolut uscatŁ 

DL ï dupŁ liofilizare 

Gel+Gl ï mediul lioprotector gelatinŁ 2,5% + glucozŁ 7,5% 

LG ï glicozide de Linaria genistifolia L. Mill.  

PL ï p©nŁ la liofilizare 

PSSZn ï polizaharide sulfatate cu zinc 

UFC ï unitŁἪi formatoare de colonii 

VP ï glicozide de Verbascum phlomoides L. 
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INTRODUCERE  

Actualitatea Ἠi importanἪa temei abordate. PŁstrarea durabilŁ a culturilor de 

microorganisme reprezintŁ un factor important pentru utilizarea lor at©t calitate de obiect al 

cercetŁrilor ἨtiinἪifice fundamentale, c©t Ἠi ´n calitate de obiecte cu potenἪial biotehnologic. Ċn 

rezultat a apŁrut necesitatea fondŁrii instituἪiilor responsabile de pŁstrarea diversitŁἪii 

genofondului microbian, iar ´n Republica Moldova funcἪiile unei astfel de instituἪii sunt 

´ndeplinite de ColecἪia NaἪionalŁ de Microorganisme Nepatogene din cadrul Institutului de 

Microbiologie Ἠi Biotehnologie [44, 69, 135, 136, 154, 158, 207, 215, 216, 219, 232, 233, 260]. 

Astfel, cercetŁrile din ultimii ani, ca rŁspuns la necesitatea asigurŁrii industriei 

biotehnologice cu tulpini viabile de microorganisme cu parametri biotehnologici stabili, sunt 

orientate spre elaborarea Ἠi implementarea unor metode eficiente de conservare Ἠi pŁstrare a 

tulpinilor active. Problema pŁstrŁrii microorgansimelor cuprinde o serie de obiective, dintre care 

cel mai important este depistarea condiἪiilor optime de conservare Ἠi pŁstrare a celulelor 

microbiene pentru evitarea leziunii acestora [131].  

PŁstrarea durabilŁ ĸi eficientŁ a microorganismelor depinde de selectarea corectŁ a 

metodei de conservare, parametrilor ĸi mediilor de protecŞie. Actualmente sunt cunoscute diverse 

metode de conservare, dintre care liofilizarea este consideratŁ a fi o metodŁ optimalŁ pentru cele 

mai diverse grupuri de microorganisme [42]. Pe parcurusul liofilizŁrii, microorganismele sunt 

expuse la o serie de factori stresanŞi (temperaturi joase ĸi uscare ´n vid), care duc la moartea 

celulelor. O altŁ cauzŁ a pieirii microorganismelor este stresul oxidativ, ´n rezultatul cŁruia se 

formeazŁ speciile reactive de oxigen, care au un efect negativ asupra celulelor [93, 111, 261]. 

Astfel, optimizarea parametrilor de liofilizare ĸi selectarea mediilor de protecŞie ĸi 

regenerare eficiente ocupŁ un loc important ´n procesul menŞinerii durabile a colecŞiilor de 

microorganisme [87, 215]. O gamŁ largŁ de substanŞe de diferitŁ origine, cu proprietŁŞi 

antioxidante (acid ascorbic, ascorbatperoxidaza) ĸi crioprotectoare (mono-, di-, oligo- ĸi 

polizaharide, glutamat de natriu, tiosulfat de natriu, aminoacizi ca prolin Ἠi pepton, glicerinŁ, 

xantan, maltodextrin, manitol, polivinilpirolidon, etilenglicol) sunt testate ´n procesul de 

conservare a microorganismelor cu scopul evidenἪierii acŞiunii protectoare ĸi stabilizatoare 

asupra populaŞiilor [32, 134, 156, 199, 259].  

Indicii de bazŁ pentru aprecierea eficacitŁἪii metodelor aplicate rezidŁ ´n menŞinerea 

viabilitŁŞii  ĸi stabilitŁŞii celulelor microbiene. Ċn aceastŁ ordine de idei, un interes deosebit 

prezintŁ perfecἪionarea metodelor de pŁstrare a actinobacteriilor, care se caracterizeazŁ prin 

instabilitate geneticŁ ´naltŁ, ´n comparaŞie cu alte microorganisme [46, 54, 119, 265, 267]. 
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Actinobacteria (actinomicetele sau bacteriile filamentoase) reprezintŁ un grup 

excepŞional de microorganisme, ce combinŁ particularitŁŞile moleculare, chimice ĸi fiziologice 

ale procariotelor cu caracterele morfologice ale ciupercilor eucariote. DescompunŁtori ai 

substanἪelor organice, fixatori de azot, ce se ´nt©lnesc preponderent ´n sol, actinomicetele produc 

o gamŁ largŁ de substanἪe bioactive cu acἪiune antibioticŁ, antifungalŁ, antitumoralŁ, insecticidŁ, 

antiparazitarŁ, cu o vastŁ arie de utilizare. Printre ele se evidenἪiazŁ genul Streptomyces - cel mai 

mare gen de actinobacterii Ἠi genul tip al familiei Streptomycetaceae [72, 95, 97, 184, 185, 198, 

212]. Ċn pofida faptului, cŁ existŁ numeroase cercetŁri orientate spre optimizarea procesului de 

cultivare Ἠi pŁstrare a streptomicetelor, rŁm©ne a fi actualŁ problema stimularii creĸterii ĸi 

activitŁŞii biosintetice a tulpinilor de streptomicete cu potenŞial biotehnologic important, dar mai 

ales a pŁstrŁrii acestor parametri pe durata conservŁrii lor ´n colecἪiile de microorganisme [9, 12, 

65, 76, 109, 182]. 

Ċn procesul de studiere a streptomicetelor, cercetŁtorii au identificat urmŁtoarele 

particularitŁἪi: eterogenitatea naturalŁ a populaἪiilor de streptomicete favorizeazŁ modificarea 

caracteristicilor fiziologice Ἠi biochimice ´n procesul liofilizŁrii, fapt ce se exprimŁ prin 

reducerea activitŁἪii biosintetice a tulpinilor [22, 230, 265].  

O altŁ concluzie a numeroaselor cercetŁri este cŁ, ´n vederea selectŁrii corecte a metodei 

de conservare Ἠi a mediilor de protecἪie eficiente, este nevoie de o abordare individualŁ, care ar 

asigura rezultate maximale pentru fiecare tulpinŁ microbianŁ ´n parte [87, 111, 250, 265]. 

Astfel, pornind de la faptul, cŁ elaborarea metodelor eficiente de conservare a culturilor 

de microorganisme de interes biotehnologic rŁm©ne o direcἪie actualŁ la nivel mondial Ἠi cŁ ´n 

literatura de specialitate, sunt foarte puἪine relatŁri referitoare la utilizarea preparatelor naturale 

´n procesul de liofilizare a tulpinilor de microorganisme, considerŁm oportun studiul influenἪei 

substanŞelor de origine cianobacterianŁ ĸi vegetalŁ asupra viabilitŁἪii Ἠi stabilitŁἪii tulpinilor de 

streptomicete ́ n procesul de pŁstrare a lor ´n stare liofilizatŁ [211, 213]. 

Scopul tezei de doctor a constat ´n evaluarea influenἪei preparatelor biologic active de 

origine cianobacterianŁ ĸi vegetalŁ asupra viabilitŁŞii Ἠi stabilitŁἪii tulpinii Streptomyces canosus 

CNMN-Ac-02 ́ n procesul liofilizŁrii.  

Obiectivele lucrŁrii au fost urmŁtoarele:  

V Evaluarea efectului lioprotector al substanἪelor biologic active de origine 

cianobacterianŁ prin estimarea viabilitŁἪii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 dupŁ liofilizare;  

V Estimarea efectului lioprotector al extractelor glicozidice vegetale prin estimarea 

viabilitŁἪii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 dupŁ liofilizare;  
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V Aprecierea acἪiunii preparatelor cianobacteriene asupra caracterelor morfo-culturale 

ale S. canosus CNMN-Ac-02 ń procesul liofilizŁrii; 

V Evaluarea acἪiunii preparatelor vegetale asupra caracterelor morfo-culturale ale S. 

canosus CNMN-Ac-02 ´n procesul liofilizŁrii; 

V EvidenἪierea acἪiunii agenἪilor lioprotectori asupra productivitŁἪii Ἠi raportului 

fracἪiilor lipidice la S. canosus CNMN-Ac-02 ´n vederea elucidŁrii rŁspunsului celular la 

acἪiunea factorilor de stres. 

Ipoteza-cercetŁrii:  

ü Fiind utilizate ´n calitate de lioprotectori, preparatele cianobacteriene Ἠi vegetale pot 

asigura pŁstrarea viabilitŁἪii Ἠi stabilitŁἪii caracterelor morfologice la conservarea de lungŁ duratŁ 

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

Metodologia cercetŁrii ĸtiinŞifice. Ċn conformitate cu scopul ĸi obiectivele trasate, ´n 

vederea demonstrŁrii ipotezei de cercetare ´naintate, au fost aplicate metode clasice ĸi moderne 

de studiu, inclusiv: 

¶ metode microbiologice clasice de cultivare a streptomicetelor, evaluare a viabilitŁἪii 

Ἠi determinare a particularitŁἪilor morfo-culturale;  

¶ metode biochimice de apreciere a activitŁἪii culturii studiate, de separare Ἠi 

cuantificare a fracἪiilor lipidelor din biomasŁ; 

¶ metode adecvate de pŁstrare a culturii de colecἪie (liofilizarea); 

¶ metode statistice de analizŁ a rezultatelor ĸi evaluare a rentabilitŁŞii utilizŁrii 

preparatelor studiate etc. 

 

Sumarul capitolelor tezei: 

Capitolul 1. ĂSTREPTOMICETELE ï OBIECT E BIOTEHNOLOGIC E 

IMPORTANT E, CONSERVAREA ἧI PŀSTRAREA LORò include analiza realizŁrilor 

ἨtiinἪifice ´n domeniul studiului streptomicetelor ï un grup abil ĸi divers de microorganisme, care 

pe parcursul ciclului sŁu vital produc un spectru larg de substanŞe biologic active, utilizate ´n 

diverse ramuri: farmaceuticŁ, cosmetologie, agriculturŁ ĸi industria alimentarŁ. Conform 

rezultatelor numeroaselor studii, de r©nd cu locul de lider printre producŁtorii de antibiotice, 

aceste microorganisme prezintŁ avantaje importante pentru creĸterea ĸi protecŞia plantelor, prin 

contribuŞia lor la combaterea bolilor, activitatea antimicrobianŁ ĸi antifungalŁ, abilitatea de a 

produce compuĸi volatili ĸi capacitatea de a spori biomasa vegetalŁ. Acest grup de 



 

 

18 

microorganisme prezintŁ interes Ἠi pentru zootehnie ´n calitate de supliment ´n raἪia alimentarŁ a 

animalelor, fapt raportat de numeroἨi autori. 

O atenἪie deosebitŁ ´n acest capitol (a doaua parte) este acordatŁ metodelor de pŁstrare a 

microorganismelor, ´n particular a streptomicetelor. DupŁ o trecere ´n revistŁ a metodelor clasice 

Ἠi moderne, utilizate pentru pŁstrarea tulpinilor de streptomicete, sunt evidenἪiate mai multe 

avantaje ale liofilizŁrii, eficienἪa cŁreia este demonstratŁ Ἠi pentru tulpina S. canosus CNMN-Ac-

02, depozitatŁ ´n ColecἪia NaἪionalŁ de Microorganisme Nepatogene. 

Cea de-a treia parte a capitolului 1 este dedicatŁ studiului bibliografic cu referire la 

mediile protectoare Ἠi de rehidratare utilizate ´n procesul de liofilizare a microorganismelor Ἠi 

mecanismului acἪiunii acestora. Pornind de la studiul factorilor de stres, la care sunt supuse 

celulele vii ´n procesul de liofilizare Ἠi rolul primordial al agenἪilor de lioprotecἪie, cercetŁrile 

savanἪilor sunt orientate spre evidenἪierea componenἪei optimale a mediilor de liofilizare pentru 

protejarea maximalŁ a celulelor supuse stresului termic Ἠi hidric. Este evaluatŁ utilizarea 

urmŁtoarelor grupe de substanἪele crioprotectoare: sulfoxizii, alcoolii Ἠi derivaἪii acestora, mono- 

Ἠi polizaharidele, aminoacizii, peptidele, proteinele Ἠi glicoproteinele.  

Ċn baza acestui studiu bibliografic amplu, este argumentatŁ necesitatea Ἠi importanἪa 

investigaἪiilor ce Ἢin de evaluarea posibilitŁἪii de utilizare a preparatelor de origine 

cianobacterianŁ Ἠi vegetalŁ la elaborarea mediilor protectoare pentru conservarea Ἠi pŁstrarea 

tulpinilor de interes practic Ἠi ἨtiinἪific. 

Capitolul se ´ncheie cu concluzii, dupŁ care este formulatŁ problema de cercetare. 

 

 

Capitolul 2. ĂOBIECTUL DE STUDIU ķI METODELE APLICATE ĊN 

CERCETAREò conἪine argumentarea Ἠi descrierea obiectelor de studiu Ἠi a metodelor de 

cercetare.  

Ċn studiu a fost utilizatŁ tulpina Streptomyces canosus (Krasilinikov, 1970), depozitatŁ ´n 

ColecŞia NaŞionalŁ de Microorganisme Nepatogene a IMB, ´n calitate de producŁtor valoros de 

metaboliἪi secundari, cu atribuirea cifrului Streptomyces canosus CNMN-Ac-02. Pentru 

cultivarea tulpinii, ´n dependenἪŁ de etapele Ἠi scopul experienἪelor efectuate, au fost utilizate 

urmŁtoarele medii nutritive: mediul Dulaney (pentru obἪinerea inoculului), mediul M-I (pentru 

acumularea biomasei), mediul Czapek (pentru determinarea caracterelor morfologice), mediul cu 

ovŁz (pentru pŁstrarea ´ndelungatŁ pe medii solide).  

Ċn calitate de agenἪi de lioprotecἪie au fost utilizate extracte glicozidice vegetale, obŞinute 

´n cadrul Laboratorului Bioreglatori Naturali al Institutului de GeneticŁ, Fiziologie Ἠi ProtecἪie a 
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Plantelor: glicozide iridoidice extrase din planta Linaria genistifolia L. Mill (partea aerianŁ) Ἠi 

flavonoide extrase din partea aerianŁ a plantei Verbascum phlomoides L. prin fierbere ´n soluἪie 

hidrometanolicŁ. Ċn acelaἨi scop, ´n studiu au fost utilizate preparatele BioR (complex de 

aminoacizi Ἠi peptide) Ἠi PSSZn (complex de polizaharide sulfatate cu zinc), obἪinute ´n cadrul 

Laboratorului Ficobiotehnologie al Institutului de Microbiologie Ἠi Biotehnologie prin procedee 

biotehnologice de extragere, fracŞionare ĸi purificare a principiilor bioactive din biomasa tulpinii 

cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-02. AgenἪii lioprotectori au fost adŁugaἪi la mediul 

protector de bazŁ cu urmŁtoarea componenŞŁ: gelatinŁ ï 2,5%, glucozŁ ï 7,5%, selectat ´n urma 

unui screening al mediilor uzuale. 

Pentru realizarea cercetŁrilor au fost utilizate metode de determinare cantitativŁ a 

germenilor viabili (metoda calculului logaritmic) ĸi a biomasei de streptomicete (metoda 

gravimetricŁ), de determinare a proprietŁἪilor morfo-culturale ale tulpinilor de streptomicete 

(prin examinarea coloniilor de pe suprafaἪa mediilor agarizate ´n cutii Petri), de separare a 

biomasei (prin centrifugare), extragere a lipidelor (metoda Folch modificatŁ), analizŁ cantitativŁ 

ĸi calitativŁ a fracἪiilor lipidelor (metoda cromatografiei ´n strat subŞire), de liofilizare a biomasei 

de streptomicete (cu utilizarea liofilizatorului Labconco 6 Plus), de analizŁ statisticŁ a 

rezultatelor obŞinute (cu aplicarea instrumentelor statisticii descriptive: calculul mediilor 

aritmetice, abaterilor standart, coeficientului de variaŞie ĸi statisticii inferenŞiale: testele de 

valabilitate ĸi testele de semnificaŞie. 

 

Capitolul 3. ĂINFLUENἩA PREPARATELOR DE ORIGINE 

CIANOBACTERIANŀ ἧI VEGETALŀ ASUPRA VIABILITŀἩII TULPINII Streptomyces 

canosus CNMN-Ac-02 ĊN PROCESUL LIOFILIZŀRIIò reflectŁ rezultatele cercetŁrilor de 

evidenἪiere a acἪiunii preparatelor de origine cianobacterianŁ Ἠi vegetalŁ asupra viabilitŁἪii 

culturii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02, la utilizarea lor ´n componenἪa mediilor de 

liofilizare Ἠi reactivare a tulpinii. Preparatele BioR Ἠi PSSZn, precum Ἠi glicozidele vegetale au 

fost utilizate ´n calitate de agenἪi de lioprotecἪie ´n componenἪa mediului de liofilizare, c©t Ἠi ´n 

calitate de soluἪii de rehidratare a culturii dupŁ liofilizare. Viabilitatea culturii a fost evaluatŁ 

´ndatŁ dupŁ liofilizare Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare a tulpinii ´n condiἪii de colecἪie. 

Ċn rezultatul cercetŁrilor s-a constatat, cŁ utilizarea extractelor cianobacteriene Ἠi vegetale 

´n calitate de agenἪi lioprotectori, asigurŁ o ratŁ de supravieἪuire sporitŁ a tulpinii Streptomyces 

canosus CNMN-Ac-02 ´n procesul liofilizŁrii, precum Ἠi o acἪiune stimulatoare a extractelor 

naturale asupra germinŁrii sporilor streptomicetei, care se aflau ´n stare de latenἪŁ. 
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Ċn cadrul acestor cercetŁri au fost determinate concentraἪiile optime ale preparatelor 

testate, precum Ἠi concentraἪiile minime cu efect pozitiv. Ċn ce priveἨte preparatele 

cianobacteriene, efectul maxim a fost asigurat de concentraἪiile de 0,1% BioR Ἠi 30% PSSZn.  

Glicozidele vegetale obἪinute din Linaria genistifolia Ἠi Verbascum phlomoides au 

manifestat o acἪiune lioprotectoare mai pronunἪatŁ comparativ cu extractele de origine 

cianobacterianŁ. Cel mai bun efect lioprotector al extractelor vegetale a fost ´nregistrat la 

suplimentarea mediului lioprotector gelatinŁ 2,5% + glucozŁ 7,5% cu iridoide din Linaria 

genistifolia ́ n concentraἪie de 0,0005%. 

Utilizarea extractelor cianobacteriene Ἠi vegetale ´n calitate de soluἪii de reactivare a 

culturii dupŁ pŁstrare ´n stare liofilizatŁ a stimulat nesemnificativ viabilitatea tulpinii S. canosus 

CNMN-Ac-02, ´n comparaἪie cu apa distilatŁ. 

 

Capitolul 4. ĂINFLUENἩA PREPARATELOR BIOLOGIC ACTIVE DE 

ORIGINE CIANOBACTERIANŀ ἧI VEGETALŀ ASUPRA CARACTERELOR 

MORFO-CULTURALE ALE TULPINII Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ĊN 

PROCESUL LIOFILIZŀRIIò incude analiza caracterelor morfo-culturale la tulpina S. canosus 

CNMN-Ac-02 p©nŁ Ἠi dupŁ liofilizare Ἠi pŁstrare timp de 1 an ´n prezenἪa substanἪelor de origine 

cianobacterianŁ Ἠi vegetalŁ. Pornind de la premiza, cŁ existŁ o dependenἪŁ ´ntre tipul morfologic 

al coloniei Ἠi activitatea sa, a fost studiatŁ evoluἪia coloniilor tipice ale tulpinii S. canosus 

CNMN-Ac-02 sub influenἪa preparatelor de origine cianobacterianŁ Ἠi glicozidelor vegetale, 

utilizate ́ n mediile de suspendare a sporilor streptomicetei ´nainte de liofilizare Ἠi ´n mediile de 

reactivare a culturii dupŁ pŁstrare ´n stare liofilizatŁ.  

Examenul coloniilor a fost realizat dupŁ 7-10 zile de dezvoltare a culturii pe medii solide, 

prin aprecierea urmŁtoarelor caracteristici: mŁrimea, forma, profilul, marginea, culoarea 

miceliului aerian Ἠi a miceliului de substrat. La fel a fost luatŁ ´n considerare Ἠi capacitatea 

culturilor de streptomicete de a elibera ´n mediu a pigmenἪilor solubili, asociatŁ cu adaptarea 

tulpinii la factorii de stres. 

Ċn urma cercetŁrilor efectuate la acest capitol s-a constatat cŁ, extractele cianobacteriene 

(BioR Ἠi PSSZn) Ἠi glicozidele vegetale (iridoide Ἠi flavonoide), utilizate ´n calitate de 

lioprotectori ´n componenἪa mediului Gel+Gl, la liofilizarea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 au 

asigurat o stabilitate morfologicŁ a culturii, caracterizatŁ de pŁstrarea caracterelor fenotipice 

dupŁ 1 an de conservare a tulpinii. Dintre caracterele morfo-culturale studiate, cea mai scŁzutŁ 

variabilitate a manifestat-o culoarea miceliului aerian, forma, profilul Ἠi marginea coloniilor; o 

variabilitate relativŁ a fost ´nregistratŁ ´n ce priveἨte culoarea miceliului de substrat. Caracterul 
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de formare a pigmentului solubil de culoare roz-pal, apŁrut ´n urma suspendŁrii culturii ´n mediul 

lioprotector suplimementat cu extracte glicozidice vegetale, ceea ce indicŁ capacitatea de 

adaptare a tulpinii studiate la factorii de stres Ἠi creare a condiἪiilor de germinare a sporilor dupŁ 

liofilizare. 

 

Capitolul 5. ĂACŝIUNEA PREPARATELOR ASUPRA PRODUCTIVITŀŝII ķI 

SINTEZEI LIPIDELOR LA Streptomyces canosus CNMN-Ac-02ò vine sŁ completeze, sŁ 

argumenteze Ἠi sŁ explice rezultatele cercetŁrilor efectuate ´n capitolele precedente, ´n vederea 

alegerii unor metode specifice de conservare a tulpinilor de streptomicete din ColecἪia NaἪionalŁ 

de Microorganisme Nepatogene. 

Ἡin©nd cont de specificul tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ´n calitate de 

producŁtor de lipide, dar Ἠi de importanἪa lipidelor ´n calitate de constituenἪi ai membranelor 

celulare, a fost studiatŁ acἪiunea preparatelor naturale utilizate ´n procesul liofilizŁrii asupra 

productivitŁἪii Ἠi componenἪei calitative Ἠi cantitative a lipidelor la cultura ´n studiu.  

Studiul acἪiunii preparatelor de origine cianobacterianŁ Ἠi vegetalŁ asupra creἨterii, 

dezvoltŁrii Ἠi activitŁἪii biosintetice a tulpinii de streptomicete S. canosus CNMN-Ac-02 a permis 

evidenἪierea 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 influenἪat Ἠi compoziἪia fracἪionarŁ a lipidelor la streptomicete, mai cu seamŁ raportul 

fracἪiilor de bazŁ. Extractele de origine cianobacterianŁ au stimulat producerea de fosfolipide, pe 

c©nd extractele de origine vegetalŁ (glicozide din Linaria genistifolia Ἠi Verbascum phlomoides) 

au sporit esenἪial cantitatea de sterine produse de tulpina S. canosus CNMN-Ac-02 pe mediul 

complex lichid M-I.  

Aceste rezultate indicŁ asupra faptului cŁ acἪiunea protectoare a preparatele 

cianobacteriene se explicŁ prin efectul lor stimulator asupra componentelor fosfolipidice a 

membranelor celulare, pe c©nd extracetele glicozidice vegetale determinŁ o reorganizare a 

structurii membranei celulare, deci Ἠi o pregŁtire mai bunŁ pentru condiἪiile de stres. 

Reorganizarea structurii membranei celulare ´n prezenἪa glicozidelor vegetale explicŁ Ἠi 

viabilitatea sporitŁ a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 ´n procesul liofilizŁrii, precum Ἠi 

capacitatea culturii de a produce pigmenἪi solubili ´n prezenἪa acestor preparate. 
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Compartimentul CONCLUZII GENERALE ἧI RECOMANDŀRI prezintŁ concis 

concluziile generale, ce reflectŁ analiza rezultatelor obἪinute, exprimŁ valoarea practicŁ a lucrŁrii 

prin recomandŁrile ´naintate Ἠi schiἪeazŁ tematica unor cercetŁri ulterioare, care vor asigura 

continuarea logicŁ a cercetŁrilor expuse ´n prezenta tezŁ de doctorat.  

 

BIBLIOGRAFIA  include cele 268 surse citate ´n tezŁ.  

 

Compartimentul ANEXE  conἪine copiile titlurilor de brevet de invenἪie Ἠi ale actelor de 

implementare a lor, copiile diplomelor de ´nsoἪire a medaliilor, obἪinute la saloanele 

internaἪionale de invenἪii. 
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1. STREPTOMICETELE ï OBIECT E BIOTEHNOLOGIC E 

IMPORTANT E, CONSERVAREA ἧI PŀSTRAREA LOR  

 

1.1. SubstanἪe biologic active sintetizate de streptomicete 

Actinobacteriile, datoritŁ ciclului vital unic pentru procariote, precum Ἠi abilitŁἪii lor de a 

produce cel mai mare numŁr de metaboliἪi secundari, prezintŁ un important interes ἨtiinἪific Ἠi 

practic. De aceea cercetŁrile fundamentale ale acestui grup deosebit de microorganisme au fost 

´ntotdeauna printre preocupŁrile majore ale specialiἨtilor din domeniu [155, 168, 212, 214, 226]. 

Actinobacteriile sunt microorganisme filamentoase, procariote, Gram-pozitive, care 

formezŁ miceliu ramificat cu diametrul hifelor 0,4-1,5 mkm. Diametrul celulelor are dimensiuni 

de la 0,5 p©nŁ la 2,0 mkm. Se reproduc prin fisiune, spori sau conidii. Actinobacteriile se referŁ 

la bacterii cu un grad ´nalt de variabilitate. DupŁ gradul de variabilitate, acestea pot fi comparate 

cu cianobacteriile, mixobacteriile Ἠi bacteriile filamentoase, iar dintre bacteriile Gram-pozitive, 

pot fi comparate numai cu bacteriile care se ´nmulŞesc prin spori [11, 212, 218].  

Cel mai reprezentativ grup de actinobacterii face parte din ordinul Actinomycetales, genul 

Streptomyces Ἠi reprezintŁ microorganisme unicale, fiind unul din cele mai rŁsp©ndite genuri, ce 

´mbinŁ caracteristicile procariotelor Ἠi eucariotelor [194]. Acest gen cuprinde specii foarte 

variabile din punct de vedere morfologic, fiziologic, biochimic, al rolului lor ´n procesele 

naturale Ἠi al utilizŁrii practice. Studii detaliate ale acestora se efectueazŁ conform urmŁtoarelor 

direcἪii: taxonomie, fiziologie, variabilitate, structurŁ, biotehnologie, etc. [107].   

Streptomicetele pe parcursul ciclului sŁu vital produc un spectru larg de substanŞe 

biologic active, care se utilizeazŁ ´n diverse ramuri: farmaceuticŁ, cosmetologie, agriculturŁ ĸi 

industria alimentarŁ. Interes major prezintŁ: vitaminele, antibioticele, aminoacizii, enzimele, 

hormonii, lipidele, etc. [16, 22, 130, 137, 150, 161]. 

Streptomicetele se aflŁ mereu ´n vizorul savanἪilor, deoarece sunt o sursŁ inepuizabilŁ de 

antibiotice. Actualmente peste 75,0 % din antibioticele cunoscute sunt produse de streptomicete, 

iar lista lor continuŁ sŁ fie completatŁ prin identificarea noilor compuἨi produἨi de tulpini noi.  

Studii recente s-au soldat cu identificarea noilor antibiotice: belomicina, doxorubicina Ἠi 

mitomicina C [71]. Bleomicina este un amestec de antibiotice glicopeptidice (bleomicina A2 cu 

formula chimicŁ C55H84N17O21S3 Ἠi bleomicina B2 cu formula chimicŁ C55H84N20O21S2) cu 

proprietŁἪi citotoxice, obἪinute din Streptomyces verticillus. Bleomicina induce scindarea ADN-

ului sub influenἪa oxigenului, metalelor Ἠi ionilor. Bleomicina leagŁ ADN-ul, ´n timp ce Fe (II) Ἠi 

radicalii hidroxil sunt eliberaἪi sub influenἪa oxigenului molecular, provoc©nd ´n consecinἪŁ 
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deteriorarea lui Ἠi oxidarea Fe (II). SubstanἪa este utilizatŁ ´n tratamentul carcinomului scuamos, 

a bolii Hodgkin, a limfomului non-Hodgkin, carcinomului testicular, cancerului ovarian Ἠi a 

efuzelor pleurale maligne [71]. 

Doxorubicina este un antibiotic antraciclinic cu activitate antitumoralŁ, obἪinut iniἪial din 

Streptomyces peucetius var. caesius. Este o moleculŁ amfifilŁ care conἪine douŁ pŁrἪi: aglicon 

insolubil ´n apŁ (adriamicinonŁ: C21H18O9) Ἠi grup funcἪional amino-zaharat (daunosaminŁ: 

C6H13NO3). Doxorubicina acἪioneazŁ asupra acizilor nucleici ai celulelor ´n dividere, prin 

intermediul a douŁ mecanisme principale: (i) intercalarea perechilor de baze ale lanἪurilor ADN 

Ἠi inhibarea sintezei ADN Ἠi ARN ´n celulele cu creἨtere rapidŁ prin blocarea proceselor de 

replicare Ἠi transcriere; Ἠi (ii) generarea de radicali liberi mediatŁ de fier, provoc©nd leziuni 

oxidative la membranele celulare, proteine Ἠi ADN. Doxorubicina este unul din cele mai frecvent 

utilizate medicamente ´n chimioterapie. Ċn prezent, aceastŁ substanἪŁ este recomandatŁ ´n cazul 

leucemiei limfoblastice acute, leucemiei mieloblastice acute, a tumorii lui Wilms, 

neuroblastomului, sarcoamelor osoase Ἠi a Ἢesuturilor moi, carcinomului mamar, carcinomului 

ovarian, carcinomului tiroidian, carcinomului gastric, bolii Hodgkin, limfomului malign Ἠi 

carcinomului bronhogenic, ´n care tipul histologic celular cu celule mici este cel mai receptiv ´n 

comparaἪie cu alte tipuri de celule. Preet Ἠi colab. a demonstrat cŁ combinarea doxorubicinei cu 

nisina poate ´mbunŁtŁἪi eficienἪa tratamentului cancerului de piele [71].  

Mitomicina C (C15H18N4O5) a fost izolatŁ dintr-o tulpinŁ de actinomicete Streptomyces 

caespitosus. Acest agent antitumoral inhibŁ sinteza ADN prin alchilarea ADN-ului, care are ca 

rezultat reticularea lanἪurilor de ADN dublu elicoidal. Mitomicina C este utilizatŁ ´n tratamentul 

cancerului mamar, pancreatic, colorectal Ἠi anal, a stomacului, a capului Ἠi g©tului, plŁm©nilor, 

colului uterin, vezicii urinare, carcinomului hepatic [71]. Circa cincizeci de antibiotice de origine 

streptomicetŁ Ἠi-au gŁsit aplicaἪii practice ´n medicinŁ, veterinŁrie Ἠi agriculturŁ [51].  

Streptomicetele, acest grup abil ĸi divers de microorganisme, prezintŁ avantaje 

importante pentru creĸterea ĸi protecŞia plantelor, prin contribuŞia lor la combaterea bolilor, 

activitatea antimicrobianŁ ĸi antifungalŁ, abilitatea de a produce compuĸi volatili ĸi capacitatea 

de a spori biomasa vegetalŁ.   

Aceste microorganisme de rizosferŁ contribuie la ameliorarea plantelor utiliz©nd diverse 

mecanisme [59, 106, 151]. AcŞiunea poate fi directŁ, sporind accesibilitatea nutrienŞilor prin 

mobilizarea fosfaŞilor, fixarea azotului, absorbŞia ferului, ceea ce permite plantelor sŁ colonizeze 

soluri sŁrace ´n substanŞe nutritive [23, 81]. Un alt mecanism utilizat de streptomicete pentru a 

stimula creĸterea plantelor este producerea de fitohormoni sau enzime ĸi alŞi compuĸi ce 

modificŁ reŞeaua hormonalŁ a plantelor [138]. 
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Paralel cu acestea, streptomicetele sunt foarte eficiente ´n controlul biologic, prin 

producerea de substanŞelor antimicrobiene eficiente ´n combaterea microorganismelor 

fitopatogene. Indirect, streptomicetele ĸi metaboliŞii lor pot activa sistemul de rezistenŞŁ indusŁ a 

plantelor contra bolilor ĸi infecŞiilor [162]. La fel, pot veni ´n ajutorul plantelor ´n condiŞii de 

stres salin ĸi secetŁ, sau pot fi folosite ´n calitatea de fertilizanŞi ĸi pesticide alternative [49, 106]. 

Specificul streptomicetelor o reprezintŁ Ἠi capacitatea de a sintetiza substanἪe antifungice, 

care inhibŁ creἨterea Ἠi dezvoltarea micromicetelor. Utilizarea acestui potenἪial permite 

soluἪionarea unor astfel de probleme ca bolile provocate de fungi la om, animale Ἠi culturile 

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

  
   A      B 

Fig. 1.1. Activitatea antifungicŁ a Streptomyces canosus faἪŁ de Alternaria alternata (A) ĸi 

Aspergillus niger (B) 

 

Ċn ciuda faptului cŁ multe taine ale strategiilor de colonizare ĸi interacŞiunii dintre aceste 

microorganisme ĸi plante rŁm©n a fi descoperite, streptomicetele au devenit cele mai importante 

rizobacterii utilizate ´n agriculturŁ [152]. 

Rolul important atribuit streptomicetelor ´n evoluἪia solului Ἠi colonizarea terenurilor de 

cŁtre plantele verzi, se datoreazŁ ciclului vital complex Ἠi capacitŁἪii de a produce spori. Ċn acest 

habitat, sporii de Streptomyces rezistenἪi la deshidratare sunt de obicei abundenἪi, d©nd naἨtere 

unor filamente de ramificaἪie hifale ´n condiἪii adecvate. Prin acestŁ adaptare, ele contribuie la 

asimilarea de nutrienἪi de cŁtre ciuperci, plante Ἠi alte organisme, ́ n urma descompunerii 

rŁmŁἨiἪelor organice cu ajutorul exoenzimelor hidrolitice. La cultivare timp de c´teva zile ´n 

condiἪii de laborator asemŁnŁtoare cu cele naturale, streptomicetele formeazŁ un miceliu de 
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substrat dens, din care apar ramuri aeriene, form©nd eventual lanἪuri de spori. CreἨterea aerienŁ 

se realizeazŁ ´n detrimentul biomasei miceliene a substratului, care suferŁ o lizŁ extensivŁ Ἠi 

reutilizare pentru a alimenta faza de reproducere. C©teva miligrame (greutatea umedŁ) a 

miceliului de substrat al coloniei sunt astfel transformate ´n zeci de milioane de spori. ProducἪia 

de antibiotice Ἠi alἪi metaboliἪi secundari este ´n mare parte asociatŁ cu aceastŁ fazŁ de dezvoltare 

[35]. 

Alt aspect, care provoacŁ interes sporit faἪŁ de reprezentanἪii genului Streptomyces este 

capacitatea lor de a sintetiza fitohormoni, care stimuleazŁ creἨterea Ἠi dezvoltarea plantelor 

agricole, sporind productivitatea lor. Ċn acest context, cercetŁtorii din Ἢara noastrŁ au realizat 

experimente cu aἨa culturi agricole ca roἨiile, soia, sfecla de zahŁr, tutunul, porumbul, etc. 

MetaboliἪii tulpinilor S. levoris CNMN-Ac-01, S. canosus CNMN-Ac-02, Ἠi S. massasporeus 

CNMN-Ac-06, au influenἪat diferit, ´n dependenἪŁ de varietatea taxonomicŁ a tulpinii Ἠi 

concentraἪia utilizatŁ. InfluenἪŁ pozitivŁ a fost ´nregistratŁ ´n majorarea numŁrului de seminἪe 

germinate, stimularea creἨterii rŁdŁcinilor Ἠi lŁstarilor plantulei, sporirea recoltei obἪinute 

Remarcabil este faptul, cŁ produsele obἪinute ´n baza streptomicetelor sunt naturale, ecologice Ἠi 

sigure pentru consum. [15, 27, 34].  

InformaἪiile disponibile privind prezenἪa genului Streptomyces ́ n regiunea rŁdŁcinilor 

diferitelor specii de plante ar trebui comparate cu prudenἪŁ din cauza setŁrilor, metodelor, 

primerelor, instrumentelor analitice Ἠi bazelor de date de referinἪŁ divergente. De exemplu, 

combinaἪiile primare de gene pentru ARN 16S deja influenἪeazŁ puternic diversitatea bacterianŁ 

detectatŁ. Cu toate acestea actinobacteriile, ´n general, au fost frecvent descoperite a fi una dintre 

cele cinci filumuri bacteriene dominante ́ n sol, constituind peste o zecime din totalul microbiotei 

solului. Ċn sol plantele au un efect selectiv asupra compoziἪiei comunitŁἪilor microbiene din 

rizosferŁ Ἠi din endosferŁ. DeἨi geochimia solului s-a dovedit a fi principalul motor al diversitŁἪii 

microbiene, componenἪa comunitŁἪii microbiene din rizosfera Ἠi endosfera mai multor specii de 

plante model Ἠi de plante recoltate, cum ar fi Arabidopsis thaliana Ἠi porumb (Zea mays), diferŁ 

foarte mult de diversitatea gŁsitŁ ´n probele de sol l ipsite de vegetaἪie. Ċn aceste Ἠi alte sisteme de 

plante, cum ar fi plopul (Populus sp.), viἪa de vie (Vitis vinifera), orezul (Oryza sativa), gr©ul 

(Triticum aestivum), ovŁzul (Avena aestivum), mazŁrea (Pisum sativum), o parte importantŁ a 

comunitŁἪilor microbiale ´n ambele compartimente rizosferice Ἠi endosferice ale rŁdŁcinilor 

plantelor este preluatŁ de actinobacterii, deἨi abundenἪa acestora variazŁ foarte mult ´ntre specii. 

Ċn plus, endosfera rŁdŁcinii este semnificativ mai bogatŁ ´n actinobacterii pentru mai multe din 

aceste specii de plante dec©t solul fŁrŁ vegetaἪie Ἠi compartimentul rizosferic, ceea ce indicŁ 

faptul cŁ aceste organisme au dezvoltat mecanisme adecvate pentru a coloniza Ἠi locui ´n 
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endosferŁ. O comunitate microbianŁ experimentalŁ comparativŁ ´n Arabidopsis Ἠi viἪa de vie 

´ntre frunze Ἠi rŁdŁcini a arŁtat cŁ actinobacteriile din endosfra organelor supraterane din 

Arabidopsis este de 2 ori mai puἪin abundentŁ, ´n timp ce acestea au fost complet absente ´n 

frunzele de viἪŁ de vie. [152] 

Ċn domeniul zootehniei producŁtorii tot mai des opteazŁ pentru utilizarea preparatelor 

ecologice, naturale care sporesc creἨterea Ἠi dezvoltarea animalelor Ἠi pŁsŁrilor. ĊnsŁ problema 

majorŁ este deficitul ´n astfel de preparate. SoluἪionarea acestei probleme constŁ ´n utilizarea 

biomasei Ἠi produἨilor metabolici de origine microbianŁ. EficienἪa preparatelor obἪinute ´n baza 

tulpinilor de streptomicete, izolate din solurile Moldovei, a fost demonstratŁ ´n rezultatul unor 

experienἪe vaste. S-a constatat, cŁ introducerea ´n dieta porcinelor a preparatelor biologic active 

din tulpinile de streptomicete S. canosus CNMN-Ac-02 Ἠi S. massasporeus CNMN-Ac-06 

pŁstrate ´n CNMN, contribuie la majorarea greutŁἪii corporale cu 10-15 %. Ċn timp ce la vulpi, 

preparatele ´n baza exometaboliἪilor de streptomicete - çEM-02è Ἠi çEM-06è, sporeau zilnic 

masa corporalŁ a animalelor cu 37,0 Ἠi 33,0 g. CreἨterea Ἠi greutatea puilor broiler, care au primit 

´n raἪia furajerŁ preparatul çBM-06è, a constituit 16,8 % comparativ cu lotul martor. Biomasa Ἠi 

metaboliἪii tulpinii Streptomyces fradiae CNMN-Ac-11 de asemenea au un efect pozitiv asupra 

creἨterii Ἠi dezvoltŁrii pŁsŁrilor. Remarcabil este faptul, cŁ metaboliἪii streptomicetelor nu 

provoacŁ tulburŁri fiziologice ´n organismul animalelor [174, 188]. 

O parte componentŁ importantŁ a streptomicetelor sunt lipidele. Clasa datŁ de substanἪe 

este indispensabilŁ pentru organismele vii, reprezintŁ fundamentul tuturor celulelor Ἠi 

´ndeplineἨte diverse funcἪii. Lipidele sunt componente cheie ale membranei plasmatice Ἠi ale 

altor compartimente celulare aἨa ca: membrana nuclearŁ, reticulul endoplasmatic, aparatul Golgi, 

endosomii Ἠi lizozomii. CompoziἪia lipidicŁ a diferitor organele, tipuri de celule Ἠi Ἢesuturi 

variazŁ substanἪial, suger©nd cŁ pentru diverse funcἪii sunt necesare lipide cu compoziἪie chimicŁ 

diferitŁ [74]. Celulele vii produc numeroἨi compuἨi lipidici Ἠi folosesc sute de proteine pentru a 

le sintetiza, metaboliza Ἠi transporta. Complexitatea Ἠi diversitatea lipidelor se apropie de cea a 

proteinelor, ´nsŁ mecanismul funcἪionŁrii acestora este slab studiat, deἨi aceste substanἪe sunt 

indispensabile ´n numeroasele procese biologice la care participŁ [91]. 

ProprietŁἪile fizico-chimice ale lipidelor au un rol esenἪial, deoarece de ele depinde modul 

lor de interacἪiune cu alἪi compuἨi lipidici Ἠi proteici. Lipidele sunt mult mai mici dec©t 

proteinele Ἠi prin urmare, o mare parte din suprafaἪa lor participŁ la formarea diferitor structuri ´n 

calitate de compuἨi de legŁturŁ. Aceste procese stau la baza stabilitŁἪii structurilor celulare Ἠi 

determinŁ relevanἪa compuἨilor lipidici [91]. 
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Deoarece costurile de obἪinere a lipidelor din surse tradiἪionale sunt ´nalte, tot mai des se 

apeleazŁ la lipide de origine microbianŁ, care pot fi utilizate ´n diverse domenii ale medicinii, 

agriculturii Ἠi industriei alimentare. ConἪinutul lor ´n biomasa microorganismelor poate ajunge 

p©nŁ la 20,0-80,0% [96].  

Ċn zootehnie o mare importanἪŁ au lipidele de origine actinobacterianŁ (streptomicetŁ), ´n 

special, fracἪiile fiziologic importante pentru organismele vii ï fosfolipidele Ἠi sterinele [86, 148, 

182]. Suplinirea raἪiei alimentare cu acizi graἨi polinesaturaἪi direct influenἪeazŁ starea de 

sŁnŁtate a organismelor vii [10]. Acizii ɤ-3 Ἠi ɤ-6 au rol important nu numai ca componente 

structurale ale fosfolipidelor membranare, dar Ἠi ca precursori ai eicosanoidelor, esenἪiale pentru 

creἨterea Ἠi dezvoltarea mamiferele [142]. CompuἨii menἪionaἪi, prin diverse mecanisme 

contribuie la dezvoltarea diferitor organe la animale [10]. 

Sterinele sunt componente importante ale membranei celulare Ἠi precursori pentru sinteza 

vitaminelor Ἠi a hormonilor steroizi la mamifere, care prin intermediul sterol 24-C-

metiltransferazei participŁ la sinteza compuἨilor indispensabili pentru creἨterea Ἠi majorarea 

masei corporale a animalelor [159]. 

Deoarece utilizarea preparatelor lipidice de origine microbianŁ ´n diferite domenii este 

permanent ´n creἨtere, apare necesitatea ´n obἪinerea a unor cantitŁἪi mai mari de biomasŁ cu 

conἪinut ´nalt de lipide. O modalitate eficientŁ de a stimula productivitatea Ἠi capacitŁἪile 

biosintetice ale microorganismelor, ´n special ale streptomicetelor, este optimizarea condiἪiilor 

de cultivare Ἠi componenἪei mediilor nutritive. De regulŁ, ´n componenἪa acestor medii sunt 

incluse diverse surse de crabon, azot Ἠi complex de sŁruri minerale [182, 187].  

Astfel, o serie de experienἪe cu privire la influenἪa substanἪelor de origine cianobacterianŁ 

asupra creἨterii Ἠi dezvoltŁrii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 au fost realizate de cŁtre D-na 

profesor BurἪeva S. (2002). Utilizarea extractelor din Porfiridium cruentum ´n calitate de 

supliment la mediul de cultivare a avut un efect stimulator asupra acumulŁrii biomasei tulpinii 

studiate. Astfel, acest extract ´n concentraἪie de 0,1-30,0 mg/l a majorat cantitatea de BAU cu 

4,78-17,5% Ἠi sinteza fosfolipidelor cu cca. 32,0%. De asemenea au fost utilizate Ἠi extracte din 

Nostoc linckia, care ´n concentraἪie de 1,0 mg/l, a majorat cu 24,1%, comparativ cu proba 

martor, cantitatea de biomasŁ a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 [182, 187]. 

CercetŁrile D-nei doctor Codreanu S. (1995), cu privire la cultivarea bacteriilor 

propionice pe medii suplimentate cu extracte din Dunaliella salina Ἠi N. linckia ń scopul 

stimulŁrii creἨterii, sintezei ciancobalaminei Ἠi porfirinelor, au rezultat ´n majorarea cantitŁἪii de 

porfirine obἪinute a crescut cu 113,3-123,7 % Ἠi respectiv 203,9-245,5 % comparativ cu proba 

martor [45]. 
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CercetŁtorii au demonstrat eficienἪa utilizŁrii biomasei din spirulina pentru cultivarea 

bacteriilor lactice Ἠi majorarea productivitŁἪii de biomasŁ a acestora. Astfel, suplinirea mediului 

nutritiv cu biomasa uscatŁ de Spirulina platensis ´n concentraἪie de 1 mg, 5 mg Ἠi 10 mg/ml 

contribuie la creἨterea Ἠi dezvoltarea bacteriilor lactice Lactobacillus acidophilus, cantitatea de 

biomasŁ constituind 171,67-185,84 % mai mare faἪŁ de martor [12].  

O direcἪie nouŁ de perspectivŁ ´n cultivarea microorganismelor este utilizarea ´n calitate 

de suplimente la mediile nutritive glicozidelor din plante. LiteraturŁ disponibilŁ ´n acest domeniu 

este foarte puἪinŁ, ´nsŁ este cunoscut faptul cŁ glicozidele posedŁ o activitate biologicŁ ´naltŁ Ἠi 

uἨor pot fi asimilate de cŁtre microorganisme [67].  

Astfel, lu©nd ´n consideraἪie cele expuse, interes deosebit prezintŁ studiul influenἪei 

extractelor de origine cianobacterianŁ Ἠi glicozidelor din plante ´n stimularea productivitŁἪii de 

biomasŁ Ἠi proprietŁἪilor biosintetice a tulpinilor de streptomicete din CNMN ce prezintŁ interes 

ἨtiinἪific Ἠi practic. 

 

1.2. Metode de pŁstrare a microorganismelor Ἠi eficienἪa lor 

Conservarea microorganismelor de interes ἨtiinἪific Ἠi practic prin diferite metode este un 

compartiment important al microbiologiei clasice. Ċn prezent conform surselor literare, nu sunt 

clare Ἠi pe deplin elucidate mecanismele care influenἪeazŁ intrarea Ἠi ieἨirea microorganismelor 

din starea de anabiozŁ. Cu toate cŁ conservarea microorganismelor este studiatŁ cca. 80 de ani, ´n 

prezent, totuἨi nu existŁ reguli Ἠi recomandŁri universale pentru pŁstrarea potenἪialului 

biosintetic, fiziologo-biochimic Ἠi a viabilitŁἪii tulpinilor de interes biotehnologic Ἠi ἨtiinἪific 

[250]. 

Actualmente sunt cunoscute diverse metode de conservare a microorganismelor, precum 

Ἠi numeroase modificŁri ale acestora, ´nsŁ fiecare dintre acestea are avantajele Ἠi dezavantajele 

sale. Cel mai des aplicate ´n cadrul colecἪiilor de microorganisme sunt: reńsŁm©nἪarea periodicŁ, 

pŁstrarea sub strat de ulei mineral, ´n stare uscatŁ; crioconservarea Ἠi liofilizare [250]. 

Metoda eficientŁ de conservare a microorganismelor este selectatŁ ´n funcἪie de varietatea 

taxonomicŁ a acestora [209, 250]. 

RénsŁm©nŞarea periodicŁ. AceastŁ metodŁ a fost una dintre primele metode de pŁstrare 

´ndelungatŁ a microorganismelor ´n condiἪii de laborator Ἠi este ´ncŁ utilizatŁ pe scarŁ largŁ ´n 

practica studiilor microbiologice. De regulŁ, prin aceastŁ metodŁ, sunt pŁstrate microorganisme 

aerobe, care sunt transferate pe suprafaἪa unui mediu nutritiv  specific ce conἪine 0,2-0,3% agar 

[132, 241, 250]. 
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FrecvenἪa transferului microorganismelor pe un mediu proaspŁt diferŁ Ἠi, ´n mare mŁsurŁ, 

depinde de proprietŁἪile acestora. Majoritatea microorganismelor pot fi rénsŁm©nἪate o datŁ la 1-

3 luni, inclusiv streptomicetele, deἨi unele, cum ar fi lactobacilii, au nevoie de transfer mai 

frecvent. Stocarea culturilor ´n frigider la tÜ=4-6ÁC permite reducerea numŁrului de 

re©nsŁm©nἪŁri [132, 241, 250]. 

PŁstrarea Ἠi menἪinerea culturilor de microorganisme prin reńsŁm©nἪŁri regulate are un 

numŁr mare de dezavantaje esenἪiale. Unul din cele mai principale este probabilitatea ´naltŁ a 

pierderii unor particularitŁἪi morfo-fiziologice importante. Ċn plus, transferul frecvent, deseori 

reduce activitatea biosinteticŁ a culturilor, creἨte riscul de infectare cu microflora exogenŁ. Prin 

re´nsŁm©nἪŁri frecvente, ´n special pe medii lichide, creἨte semnificativ probabilitatea apariἪiei 

mutaἪiilor genetice spontane Ἠi, ´n final, aceastŁ metodŁ prevede un volum de lucru enorm Ἠi 

consum semnificativ de medii nutritive costisitoare [132, 241, 250]. 

Unul din puἪinele avantaje ale metodei constŁ ´n disponibilitatea permanentŁ a stocurilor 

de culturi proaspŁt ´nsŁm©nἪate, gata pentru cercetŁri. 

Un exemplu elocvent al ineficienἪei pŁstrŁrii actinobacteriilor prin re´nsŁm©nἪare 

periodicŁ poate servi un studiu recent al cercetŁtorilor azeri. AceἨtea au studiat supravieἪuirea a 

15 tulpini de actinobacterii din colecἪia Departamentului de Microbiologie al UniversitŁἪii de 

Stat din Baku, dupŁ conservare prin rénsŁm©nἪare periodicŁ pe mediu nutritiv agarizat. Ċn timpul 

depozitŁrii prin metoda datŁ, timp de 10 luni, actinobacteriile au menἪinut o creἨtere rapidŁ (´n 

decurs de 3-5 zile), deἨi unele dintre ele au prezentat o diminuare a dimensiunii celulelor. DupŁ 

10 luni de pŁstrare, viabilitatea tulpinilor constituia 70,0-86,0%, ´n scŁdere cu 14,0-30,0% [116]. 

Alt exemplu a demonstrat, cŁ tulpina Streptomyces ambofaciens a pierdut aproximativ 20,0% din 

activitate iniἪialŁ de sintezŁ a spiromicinei dupŁ 4 ´nsŁm©nἪŁri periodice [119]. 

Conservarea sub strat de ulei mineral ï este aplicatŁ pentru pŁstrarea microorganismelor 

´n colecŞii ĸi ´n condiŞii de laborator. Metoda datŁ se caracterizeazŁ prin simplitatea sa, nu 

necesitŁ utilaj special ĸi asigurŁ o viabilitate ´ndelungatŁ a microorganismelor. Astfel, sunt 

pŁstrate caracteristicile utile ale tulpinilor care prezintŁ interes [250]. 

Prima datŁ uleiul de vazelinŁ a fost aplicat de Lumiere ĸi Chevrotier (1914) pentru 

pŁstrarea gonococilor. Principiul metodei constŁ ´n cultivarea tulpinii pe mediul nutritiv specific 

Ἠi plasarea sub un strat de ulei mineral steril. Stratul de ulei (0,5 ï 1,0 cm) nu permite 

pŁtrunderea oxigenului ce asigurŁ reducerea vitezei metabolismului microorganismelor, riscului 

formŁrii speciilor reactive de O2 ĸi protejeazŁ suprafaŞa mediului de uscare [250]. 

Microorganismele sunt cultivate ´n tuburi pe medii agarizate ´nclinate (sub un unghi de 

~45Á) cu un volum de 5-6 ml. ImportanἪŁ esenἪialŁ are momentul plasŁrii culturilor sub ulei, care 
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la microorganismele sporogene Ἠi asporogene diferŁ. Cele asporogene se plaseazŁ sub ulei 

´nainte de a ´ncepe faza staŞionarŁ de creĸtere, iar cele sporogene ï ´n perioada de sporulare 

[250]. 

Pentru conservare se utilizeazŁ ulei de vazelinŁ pur, sterilizat ´n autoclav timp de 60 min. 

la presiunea 1*10
4
 Pa. DupŁ sterilizare acesta este ´ncŁlzit ´n dulapul de uscare (tmax=150ÁC; 

Ű=120 min.) sau se menŞine timp de 2-3 zile la temperatura camerei pentru ´nlŁturarea apei 

remanente. Pentru a proteja mediul de deshidratare stratul de ulei trebuie sŁ depŁἨeascŁ cu cel 

puἪin 1 cm marginea superioarŁ a mediului agarizat. Microorganismele sunt pŁstrate ´n frigider 

(5ÁC) sau la temperatura camerei ´n ´ntuneric. Pentru re´nsŁm©nŞare uleiul este ´nlŁturat, 

deoarece acesta inhibŁ creĸterea microorganismelor [250]. 

Perioada de rénsŁm©nἪare a diferitor specii de microorganisme diferŁ.  

Majoritatea speciilor de drojdii sunt rénsŁm©nŞate o datŁ ´n an. Micromicetele sunt 

rénsŁm©nŞate la fiecare doiïtrei ani [145]. 

Caracterele morfo-culturale Ἠi proprietŁἪile fiziologo-biochimice ale microorganismelor 

pŁstrate timp ´ndelungat sub ulei mineral practic nu se modificŁ, ´nsŁ uneori pŁstrarea sub ulei 

cauzeazŁ ´ncetinirea succesiunii fazelor de creἨtere a microorganismelor (de 1,5 ï 2,0 ori ´n 

comparaŞie cu rénsŁm©nŞŁrile periodice) ĸi scade viteza utilizŁrii substanἪelor din mediul nutritiv 

[57]. 

Ca Ἠi alte metode de conservare, pŁstrarea sub ulei mineral are avantajele Ἠi dezavantajele 

sale. Din avantaje putem menἪiona: asigurarea pŁstrŁrii ´ndelungate ĸi stabilitŁŞii majoritŁŞii 

microorganismelor; micĸorarea numŁrului de reńsŁm©nἪŁri necesare Ἠi implicit a cantitŁἪii 

mediilor nutritive utilizate [132]. 

La dezavantaje pot fi atribuite: riscul inflamŁrii uleiului, necesitatea de mai mult timp Ἠi 

detergenἪi pentru spŁlarea veselei ĸi ustensililor de ulei, riscul ´nalt de deshidratare a mediului 

nutritiv Ἠi de contaminare cu florŁ exogenŁ, ´n cazul stocŁrii (pŁstrŁrii neconforme) [132]. 

PŁstrare ´n formŁ uscatŁ ï cea mai simplŁ metodŁ de pŁstrare a microorganismelor. 

Majoritatea microorganismelor uĸor suportŁ procesul natural de uscare (´n sol, nisip, lut) ĸi pe 

diverse produse alimentare. Ċn timpul uscŁrii are loc dehidratarea celulei microbiene. Ċn stare 

normalŁ celulele conŞin p©nŁ la 80,0 ï 90,0% de apŁ din masa totalŁ. Ċn timpul uscŁrii celulele 

pierd apa liberŁ ĸi creĸterea microorganismelor se stopeazŁ c©nd conἪinutul de apŁ ajunge la 10,0 

ï 12,0%. Dehidratarea p©nŁ la nivelul de 2,0 ï 5,0% (celula pŁstreazŁ doar apa legatŁ) duce la 

stoparea activitŁŞii metabolice Ἠi inhibarea reacŞiilor biochimice [250].  
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RezistenŞa microorganismelor la uscare depinde de mai mulŞi factori: varietatea lor 

taxonomicŁ; compoziἪia mediilor nutritive; condiŞiile de cultivare; metoda de uscare; cantitatea 

de umeditate remanentŁ; condiŞiile de pŁstrare ĸi reactivare [3]. 

Procesul de uscare este mai uĸor suportat de microorganismele sporogene. Capacitatea de 

sporulare a apŁrut la anumite specii de microorganisme pe parcursul evoluŞiei, ca rŁspuns la 

factorii nefavorabili ai mediului, deoarece sporii microorganismelor sunt rezistenŞi la diferite 

condiἪii de stres [3]. Sporii actinobacteriilor sunt de regulŁ conservaἪi Ἠi pŁstraἪi ´n sol steril uscat 

sau pe medii agarizate uscate [209]. 

CompoziŞia mediului, raportul ´ntre azot ĸi carbon, condiŞiile de aerare, pH-ul mediului 

influenἪeazŁ mult rezistenŞa microorganismelor la deshidratare. Ċn laboratoare, de regulŁ, este 

aplicatŁ metoda de uscare a microorganismelor sporogene prin aerare pe diverĸi adsorbenŞi: 

fosfaŞi insolubili, carbonat de calciu, amidon, cristale de zaharozŁ, etc. Se considerŁ cŁ, 

adsorbenŞii protejeazŁ microorganismele de suprauscare, leagŁ apa liberŁ ĸi menŞin un anumit 

nivel de umeditate. Ċn industrie pe larg sunt folosite metodele de uscare de contact (pe 

adsorbenŞi) ĸi convexŁ (´n aer uscat) [177, 250].    

Metoda de uscare datoritŁ simplitŁŞii sale este pe larg utilizatŁ la pŁstrarea 

microorganismelor ´n laborator. Microorganismele uscate pot fi uĸor pŁstrate ĸi transportate. 

Unul din neajunsurile acestei metode este riscul, cŁ uneori tulpinile conservate din anumit motiv 

nu pot fi reactivate [88, 227]. 

Crioconservarea. Ċncep©nd cu anii Ë60 ai secolului XX, pentru pŁstrarea ´ndelungatŁ a 

microorganismelor sunt utilizate metode de conservare ca crioconservare. Astfel, aceste cercetŁri 

sunt abordate de o ĸtiinŞŁ relativ nouŁ ĂCriobiologieò [47, 203]. 

Pentru conservarea Ἠi pŁstrare la temperaturi joase a culturilor microbiene, acestea sunt 

plasate ´n suspensii v©scoase (medii crioprotectoare), care protejeazŁ celulele de leziuni. Ċn 

condiἪii de laborator, ´n calitate de crioagenŞi sunt folosite urmŁtoarele amestecuri: gheaŞŁ/NaCl 

´n proporŞie de 3:1, cu temperatura de -21ÁC; gheaŞŁ/CaCl2 ´n proporŞie de 2:1, cu temperatura de 

-56ÁC; CO2 solid cu temperatura de -78ÁC. Conservarea microorganismelor are loc ´n vase 

Dewar, care sunt pŁstrate ´n congelator la temperatura de -12...-80ÁC [64]. 

Ċn ultimii ani pentru conservarea microorganismelor ´n colecŞii mari sunt utilizate 

congelatoare cu azot: aflat ´n faza gazoasŁ (-130 sau -170ÁC) sau lichidŁ (-196ÁC). Aceste 

congelatoare au un volum de la 10 p©nŁ la 35 l. Ċn azot lichid sunt pŁstrate microorganismele 

care nu suportŁ procesul de liofilizare, aἨa ca bacteriile autotrofe sau unii viruĸi. De asemenea ´n 

azot lichid bine se pŁstreazŁ culturile starter: bacteriile acidolactice, drojdiile ĸi actinobacteriile, 

care prezintŁ interes biotehnologic Ἠi se utilizeazŁ ´n industria alimentarŁ [120]. 
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PŁstrarea viabilitŁŞii microorganismelor ´n procesul de congelare ĸi decongelare depinde 

de varietatea taxonomicŁ a microorganismelor, v©rsta ĸi densitatea populaŞiei, condiŞiile de 

cultivare, natura crioprotectorului, viteza de congelare / decongelare, etc. Specificul 

microorganismelor ´n cazul dat constŁ ´n faptul cŁ tulpinile unui gen se deosebesc prin toleranŞŁ 

diferitŁ faŞŁ de temperaturile joase. Microorganismele Gram pozitive sunt mai rezistente faŞŁ de 

congelare, dec©t cele Gram negative [250]. 

Pentru conservare microorganismele sunt cultivate ´n condiŞii optime p©nŁ la ´nceputul 

fazei staŞionare. Microorganismele ´n faza exponenŞialŁ de creĸtere sunt mai sensibile la ĸocul 

termic, dec©t ´n faza staŞionarŁ. Sporii sunt mai rezistenŞi la congelare dec©t celulele vegetative 

[209]. 

Microorganismele, cultivate pe medii sintetice, sunt mai sensibile faŞŁ de diferite stresuri, 

dec©t cele cultivate pe medii naturale bogate ´n substanἪe nutritive. Astfel, prin modificarea 

compoziŞiei mediilor de cultivare e posibil de orientat procesele biosintetice din celulŁ spre 

sinteza substanŞelor de rezervŁ ï glicogen, lipide ĸi peptide, care le protejeazŁ de leziuni ´n 

timpul congelŁrii / decongelŁrii [223, 224]. 

Deoarece apa ´n calitate de mediu protector este relativ letalŁ pentru microorganisme, ´n 

calitate de crioprotectori sunt utilizate substanŞe micromoleculare (glicerinŁ 10 ï 20%, 

dimetilsulfoxid 7 ï 10%, zaharoza 10 ï 20%) ĸi macromoleculare (proteine, polivinilpirolidon 

10%). Sporii sau celulele vegetative se plaseazŁ ´n mediul crioprotector p©nŁ la concentraἪia de 

10
8
 ï 10

12 
celule/ml. Este cunoscut faptul cŁ, cu c©t este mai mare concentraἪia 

microorganismelor ´n mediu, cu at©t ele sunt mai rezistente la acἪiunea diferitor factori 

nefavorabili [209]. 

Crioprotectorii, dupŁ mecanismul de protecἪie sunt divizaἪi ´n douŁ grupe: substanŞe care 

sunt absorbite de celule ï penetrante (glicerinŁ, dimetilsulfoxid) Ἠi nepenetrante (de exemplu 

polivinilpirolidon) [144]. 

Mecanismul de crioprotecŞie a acestor substanŞe nu este p©nŁ la sf©rĸit studiat. Se 

cunoaἨte, cŁ prezenŞa crioprotectorilor micĸoreazŁ concentraŞia electroliŞilor, reduce presiunea 

osmoticŁ, modificŁ structura apei aflate ´n afara celulelor, stabilizeazŁ membrana celularŁ ĸi 

permiabilitatea lor [153]. 

Viabilitatea microorganismelor congelate ´n mare mŁsurŁ depinde de viteza de congelare 

a probelor. De regulŁ, congelarea se efectueazŁ ´n 2 etape: congelarea lentŁ (viteza de rŁcire 1ÁC/ 

1 min.) p©nŁ la -30ÁC; urmatŁ de congelarea bruscŁ de la 15-30ÁC/min. p©nŁ la -150ÁC. Probele 

sunt pŁstrate ´n azot lichid la temperatura de -196ÁC. Decongelarea probelor trebuie sŁ decurgŁ 
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rapid, pentru evitarea leziunilor celulare, care pot fi produse ´n urma recristalizŁrii. De obicei 

obiectul este decongelat la temperaturile +30 ĸi +45ÁC [209]. 

Avantajele crioconservŁrii microorganismelor constŁu ´n: micĸorarea probabilitŁŞii de 

infectare a probelor; stabilitatea proprietŁŞilor morfo-culturale Ἠi productivitŁἪii tulpinilor; 

cheltuieli reduse de timp ĸi materiale necesare; probele decongelate, fŁrŁ reńsŁm©nἪŁri 

intermediare pot fi utilizate pentru prepararea inoculumului [250]. 

Dezavantajele metodei constau ´n: necesitatea de echipament special ĸi controlul 

permanent al funcŞionŁrii acestuia; respectarea condiŞiilor de securitate ´n etanἨarea probelor 

pentru evitarea exploziei fiolelor de sticlŁ; costul ´nalt al gazelor inerte, ´n special al azotului 

[250]. 

Liofilizarea. Ċn ultimile decenii aceastŁ metodŁ este tot mai des utilizatŁ ´n instituἪiile care 

sunt specializate ´n conservarea Ἠi pŁstrarea microorganismelor. Ea constŁ ´n uscarea ´n vid a 

celulelor microbiene aflate ´n stare congelatŁ, prin evitarea fazei lichide (analogicŁ cu procesul 

de sublimare) [87, 127, 133, 250].    

Pentru prima datŁ aceastŁ metodŁ a fost aplicatŁ de Altman ´n anul 1890, ´n cercetŁrile 

histologice. Liofilizarea microorganismelor a fost aplicatŁ de Hammer ´n anii 1909-1914. Ċn 

primele experienἪe de liofilizare ´n calitate de lioprotectori au fost utilizate apa distilatŁ, soluἪia 

fiziologicŁ, bulionul de carne Ἠi laptele. Alegerea corectŁ a unui rehidratant eficient are un 

caracter empiric [209]. Ċn prezent liofilizarea este pe larg utilizatŁ ´n colecŞii pentru conservarea 

Ἠi pŁstrarea ´ndelungatŁ a bacteriilor, actinobacteriilor, fungilor, levurilor, algelor, viruĸilor, 

vaccinurilor ĸi plasmei sangvine. De exemplu, reprezentanŞii bacteriilor saprofite sunt pŁstraŞi ´n 

ColecŞia Catedrei de Microbiologie (Universitatea de Stat din Moscova) mai mult de 25 de ani 

[111, 157, 217, 265].  

Procesul de liofilizare poate fi divizat ´n douŁ faze:  

1. Probele congelate ´n fiole sunt plasate pe rafturile camerei ´n care are loc 

liofilizarea. Congelarea se efectueazŁ ´n utilaj special. Ċn cazul congelŁrii lente, creĸte riscul 

apariŞiei cristalelor mari de gheaŞŁ, care afecteazŁ grav membranele celulare Ἠi diminueazŁ 

semnificativ viabilitatea microorganismelor. Congelarea rapidŁ duce la apariἪia numeroἨilor pori 

´n probe la finele procesului de sublimare, care fac dificilŁ desfŁĸurarea procesului de difuzie a 

aburilor de apŁ prin stratul produsului care deja a fost dehidratat. 

2. Evaporarea gheŞii are loc ´n vid, ´n camera de liofilizare. Aburii formaἪi sunt 

eliminaἪi ´n condensator, unde intr©nd ´n contact cu spirala acestuia se transformŁ ´n gheaŞŁ [37, 

133].  
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Pe parcursul liofilizŁrii, microorganismele sunt supuse diferitor factori de stres: 

temperaturi Ἠi presiuni joase, deshidratare, rehidratare, etc., care provoacŁ leziuni celulare [111]. 

Ċn baza mai multor cercetŁri s-a constatat, cŁ viabilitatea microorganismelor depinde de: 

varietatea taxonomicŁ a culturii, faza de creĸtere, concentraŞia celulelor ´n mediu protector, 

compoziŞia acestor medii, regimul de liofilizare, condiŞiile de pŁstrare (temperatura, iluminare, 

durata), condiŞiile de reactivare (compoziŞia mediului de rehidratare, temperatura) [133].  

Ulterior s-a stabilit, cŁ proprietŁŞi lioprotectoare pronunἪate posedŁ substanἪele cu o 

compoziŞie complexŁ: serul sanguin, proteinele, gelatina, laptele, bulionul de carne, dextrinele, 

amidonul, polietilenglicolul, polivinilpirolidonul, peptona [64]. 

Efect protector posedŁ Ἠi substanŞele simple: glucoza, zaharoza, galactoza, glutamatul de 

sodiu, etc. De regulŁ, pentru liofilizarea microorganismelor sunt folosite medii complexe: 1,0% 

gelatinŁ + 10,0% zaharozŁ; lapte degresat + 7,0% glucozŁ; 75,0% ser de cal + 7,5% glucozŁ; 

2,0% dextrinŁ + 0,5% clorurŁ de amoniu + 0,5% tiocarbamid + 0,5% acid ascorbic; ser de viŞel + 

5,0% mezoinozitol; 10,0% lapte praf + 1,0% glutamat monosodic [64, 143, 191]. 

ExistŁ mai multe ipoteze care explicŁ mecanismul de acŞiune a mediilor lioprotectoare: 

V mediul lioprotector conŞine substanŞe care pŁstreazŁ umiditatea remanentŁ la un 

anumit nivel; cantitatea minimalŁ de electroliŞi serveἨte ca matrice de protecἪie pe care este 

uscatŁ celula; 

V mecanismul de protecŞie este legat de factorii fizico-chimici. Compuĸii cu masŁ 

molecularŁ micŁ (zaharoza), pŁtrund ´n celulŁ, egal©nd presiunea osmoticŁ cu cea extracelularŁ, 

astfel elimin©nd pericolul leziunii peretelui celular pe parcursul uscŁrii. CompuἨii cu masŁ 

molecularŁ mare nu pŁtrund ´n celulŁ, dar formeazŁ o presiune osmoticŁ ´n afara celulei, 

efectu©nd o acŞiune asupra ´nveliĸului celular, ca acesta sŁ se aĸeze mai dens faŞŁ de plasmŁ; 

V dupŁ o altŁ ipotezŁ proprietŁŞile lioprotectoare a unor compuĸi sunt str©ns legate 

de structura chimicŁ a acestora (proprietatea de a forma legŁturi cu componentele celulare): de 

exemplu la acidul glutamic ĸi argininŁ ï cu grupa NH2, iar la zaharuri ĸi polialcooli ï cu grupele 

OH. Se presupune cŁ soluŞiile lioprotectoare stabilizeazŁ structurile celulare ´n special, 

membrana acesteia [87]. 

Pentru liofilizarea microorganismelor din diferite grupe taxonomice sunt utilizate diverse 

regimuri. De exemplu, suspensia de fungi (10
9
 ï 10

10
 celule/ml) ´n mediul protector (lapte + 

5,0% lactoza + 5,0% zaharozŁ) se congeleazŁ la -20, -24ÁC, Ἠi se liofilizeazŁ la temperatura 

sublimatorului de +20...+26ÁC, refrigeratorului -45...-60ÁC, ´n vacuum la 0,11 ï 0,07 mm/Hg. 

Timpul de congelare ï uscare este de 5-6 h, uscare ï 2 h. Fiolele sunt sigilate ´n vacuum ĸi sunt 

pŁstrate la ´ntuneric la 4ÁC [64, 111, 209].  
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Celulele liofilizate se pŁstreazŁ mai bine ´n vid sau gaz inert (argon, neon, heliu, kripton), 

dec©t ´n aer. Oxigenul are efect negativ, corelat cu formarea radicalilor liberi Ἠi lezarea 

membranei celulare. Culturile liofilizate de regulŁ se pŁstreazŁ ´n frigider la temperatura de 4-

6ÁC, deoarece pŁstrarea la temperatura de 18-37ÁC, duce la micἨorarea esenἪialŁ a numŁrului de 

celule vii [133]. 

Cantitatea de apŁ rŁmasŁ ´n probele liofilizate influenἪeazŁ viabilitatea celulelor dupŁ 

liofilizare Ἠi pe durata pŁstrŁrii. Cantitatea de apŁ remanentŁ variazŁ ´ntre 2,0-6,0%, ´n 

dependenŞŁ de: mediul lioprotector utilizat, particularitŁἪile morfologice Ἠi fiziologice ale 

tulpinii, condiἪiile de pŁstrare. Uscarea probelor p©nŁ la nivelul de 0,5-1,5% apŁ este letal pentru 

microorganisme [209]. 

Lumina de asemenea influenἪeazŁ negativ asupra viabilitŁἪii celulelor, de aceea probele 

sunt pŁstrate la ´ntuneric [209]. 

Un rol decesiv pentru viabilitatea tulpinii liofilizate ́l are procesul de rehidratare a 

celulelor, cu alte cuvinte reactivarea din stare de anabiozŁ. CondiŞiile care diminueazŁ stresul ĸi 

ĸocul osmotic, majoreazŁ numŁrul de celule viabile. Aceste condiἪii optime, de regulŁ, pot fi 

obἪinute prin utilizarea ´n calitate de mediu de rehidratare a apei distilate sau de robinet. De 

asemenea ´n calitate de rehidratanŞi, pot fi utilizate: bulionul de carne, peptona, soluŞiile de acizi 

organici sau diverse medii nutritive. Ċn unele colecŞii, bacteriile sunt rehidratate ´n bulion de 

carne timp de 10 min., fungii ́n apŁ de robinet timp de 15 ï 20 min., pentru streptomicete este 

preferabilŁ utilizarea soluἪiilor apoase de sŁruri [38, 87, 229]. 

Celulele care au suferit leziuni ´n procesul de congelare-uscare Ἠi pŁstrare se deosebesc 

prin sensibilitate ´naltŁ faŞŁ de mediile de reactivare ĸi ´ĸi restabilesc mai uĸor structura pe medii 

specifice [209].  

De regulŁ, ´n procesul de liofilizare, este lezat peretele sau membrana celularŁ ĸi ARN-ul. 

Celulele liofilizate au lag faza de creĸtere mai ´ndelungatŁ, ´nsŁ aceasta revine la normal dupŁ 2-

3 pasaje sau dacŁ mediul de cultivare a fost suplinit cu peptide sau aminoacizi [209]. 

De regulŁ, la tulpinile de microorganisme pŁstrate timp ´ndelungat ´n stare liofilizatŁ sau 

prin alte metode este verificatŁ viabilitatea Ἠi stabilitatea proprietŁἪilor valoroase, ´n special a 

productivitŁἪii de biomasŁ, proprietŁἪilor antimicrobiene, activitŁἪii biosintetice, etc. [110, 119]. 

Rezultatele mai multor cercetŁri au demonstrat, cŁ liofilizarea este o metodŁ sigurŁ de 

pŁstrare a viabilitŁἪii microorganismelor ĸi a proprietŁἪilor valoroase pe o perioadŁ ´ndelungatŁ. 

De exemplu, la Catedra de Microbiologie a UniversitŁŞii de Stat a Moscovei, dupŁ pŁstrare timp 

de 20 ï 25 de ani, speciile genului Actinomyces ĸi-au pŁstrat la nivel ´nalt viabilitatea ĸi 

proprietŁŞile morfo-culturale. Actinobacteriile liofilizate ï producenŞi ai streptomicinei, 
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clortetraciclinei ĸi oxitetraciclinei, nu au ´nregistrat scŁdere a activitŁŞii antibiotice timp de 3 ï 4 

ani [265]. Conform datelor altor savanἪi ruἨi, at©t microorganismele eucariote, c©t Ἠi cele 

procariote Ἠi-au pŁstrat viabilitatea Ἠi peste 50 de ani de pŁstrare, deἨi titrul a scŁzut cu 2 ï 3 

ordine, cantitatea de celule viabile a fost suficientŁ pentru restabilirea tulpinilor [231]. 

SavanŞii rom©ni Coman ĸi Radvan, efectu©nd studiul pŁstrŁrii calitŁŞilor biotehnologice 

ale tulpinilor de streptomicete Streptomyces sp. P7-72, Streptomyces sp. P11-118, Streptomyces 

sp. P12-137, de asemenea au recomandat liofilizarea ca metodŁ eficientŁ de pŁstrare a 

actinobacteriilor, ´nsŁ au constatat, cŁ actinobacteriile sunt destul de sensibile, faŞŁ de acest 

proces, iar compoziἪia mediului de protecἪie trebuie selectatŁ pentru fiecare tulpinŁ aparte [46].  

ExperienἪe legate de pŁstrarea actinobacteriilor au fost efectuate Ἠi de alἪi autori [140, 

195, 244, 266]. 

Astfel, compar©nd diverse metode de conservare ĸi influenἪa acestora asupra tulpinilor 

microbiene, putem constata, cŁ liofilizarea este cea mai eficientŁ metodŁ de conservare datoritŁ 

cŁreia pot fi pŁstrate calitŁŞile biotehnologice. 

Viabilitatea ´naltŁ Ἠi stabilitatea activitŁἪii biosintetice sunt parametrii de bazŁ care sunt 

monitorizaἪi pe durata conservŁrii Ἠi pŁstrŁrii ´ndelungate a tulpinilor de microorganisme de 

interes biotehnologic [119, 208, 222]. 

Astfel, ´n CNMN, pe durata a 3 ï 5 ani a fost monitorizatŁ viabilitatea, producŞia de 

biomasŁ Ἠi activitatea antimicrobianŁ a tulpinilor de streptomicete pŁstrate prin transfer periodic, 

sub ulei mineral Ἠi stare liofilizatŁ [27]. 

Ċn rezultat s-a stabilit cŁ, tulpina S. levoris CNMN-Ac-01 avea o capacitate de acumulare 

a biomasei diferitŁ, ´n funcἪie de metoda de pŁstrare. Astfel, la tulpina pŁstratŁ prin transfer 

periodic productivitatea de biomasŁ a scŁzut cu 23,6%, la cea pŁstratŁ sub ulei mineral ï cu 

15,6%, iar la cea pŁstratŁ ´n stare liofilizatŁ nu s-a modificat [27]. 

Activitatea antimicrobianŁ s-a schimbat ´n felul urmŁtor: ´n urma pŁstrŁrii tulpinii sub 

ulei mineral Ἠi prin transfer periodic, a scŁzut esenἪial activitatea faἪŁ de tulpina Clavibacter 

michiganensis, iar ´n urma pŁstrŁrii prin toate 3 metode, activitatea faἪŁ de Erwinia carotovora, 

Aspergillus niger Ἠi Alternaria alternata a scŁzut cu 10,0 ï 19,0% [27]. 

La tulpina S. canosus CNMN-Ac-02 Ἠi variantele ei obἪinute prin acἪiunea razelor ɔ Ἠi 

UV, pŁstrate ´n formŁ liofilizatŁ, activitatea antimicrobianŁ a scŁzut nesemnificativ faἪŁ C. 

michiganensis, A. tumefaciens Ἠi A. niger cu doar 6,7 ï 7,75% [183]. 

Liofilizarea este o metodŁ eficientŁ de obŞinere a preparatelor concentrate de 

microorganisme, astfel volume mici pot conŞine un numŁr ´nalt de celule viabile. DupŁ reactivare 

microorganismele ´ĸi manifestŁ rapid activitatea, ceea ce permite economisirea timpului ĸi altor 
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surse preŞioase ´n cadrul procesului industrial. Pe l©ngŁ acest fapt culturile liofilizate nu sunt 

supuse riscului de variabilitate a populaŞiei Ἠi apariἪiei mutaἪiilor spontane, care se pot manifesta 

la culturile pŁstrate prin reńsŁm©nŞŁri sau sub ulei. Astfel se evitŁ ´nlocuirea fenotipului 

dominant cu altul, care dispune de alte proprietŁŞi ĸi activitate productivŁ mai scŁzutŁ [268]. 

Microorganismele variazŁ foarte mult ´n capacitatea lor de a supravieἪui pe parcursul 

liofilizŁrii. Ċn general, bacteriile Gram-pozitive prezintŁ o ratŁ mai mare de supravieἪuire dec©t 

bacteriile Gram-negative. De asemenea, se cunoaἨte cŁ, sporii sunt mult mai rezistenἪi dec©t 

celulele vegetative, la diferite forme de stres, inclusiv liofilizare [87].  

Atunci c©nd un spor gŁseἨte condiἪii favorabile de temperaturŁ, nutrienἪi Ἠi umiditate, se 

formeazŁ tubul germinativ Ἠi se dezvoltŁ hifele. UrmeazŁ hifele aeriene Ἠi un Ἠir de procese ale 

ciclului celular. Celulele sporogene pot conἪine 50 sau mai multe copii ale cromozomului; 

ordinea, poziἪia Ἠi segregarea cromozomilor ´n timpul sporulŁrii este liniarŁ, care implicŁ cel 

puἪin douŁ sisteme (ParAB Ἠi FtsK), care conduc la diferenἪierea Ἠi separea celulelor apicale ´n 

lanἪuri de spori. Mai multe gene importante pentru procesul de sporulare a hifelor aeriene au fost 

raportate ´n S. coelicolor, de exemplu, genele ca whiA, whiB Ἠi whiD. ExplicaἪia pentru prezenἪa 

sporiilor ´n Streptomyces rezidŁ probabil ´n faptul, cŁ aceste fragmente miceliale au apŁrut sub 

presiune selectivŁ, ceea ce ar putea implica necesitatea de a supravieἪui independent de alte 

organisme sau ´n medii extreme. 

Capacitatea sporilor de a supravieἪui ´n aceste medii ostile ar trebui sŁ fie ´n legŁturŁ 

directŁ cu eliminarea pigmentilor Ἠi aromei specifice pentru unele specii, care stimuleazŁ 

dezvoltarea celulelor Ἠi producἪia de metaboliἪi secundari. Un alt punct important este v©rful 

hifelor, considerat a fi cea mai importantŁ regiune ´n care proteinele Ἠi lipidele membranare pot 

fi secretate, ´n special ´n zona apicalŁ a creἨterii. La unele streptomicete metabolismul secundar 

Ἠi diferenἪierea pot fi corelate. Din punct de vedere filogenetic, streptomicetele fac parte din 

actinobacterii, un grup de microorganisme Gram-pozitivi al cŁror material genetic (ADN) este 

bogat ´n GC (70%) comparativ cu alte bacterii, cum ar fi Escherichia coli (50%). ImportanἪa 

deosebitŁ a streptomicetelor se datoreazŁ parἪial faptului cŁ acestea se numŁrŁ printre cele mai 

numeroase Ἠi mai versatile microorganisme din sol, av©nd ´n vedere rata mare de producἪie a 

metabolitului Ἠi procesele de biotransformare, capacitatea lor de a degrada lignoceluloza Ἠi 

chitina Ἠi rolul lor fundamental ´n ciclurile biologice ale materiei organice [113]. 

Streptomicetele sunt Gram-pozitive Ἠi se ´nmulἪesc prin spori, ceea ce Ἠi vorbeἨte ´n 

favoarea depozitŁrii lor ´n stare liofilizatŁ [201]. Pentru congelarea bacteriilor sunt necesare 

medii de protecἪie care conἪin zaharuri Ἠi compuἨi proteici [1, 68].  
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Astfel, consult©nd sursele literare ĸi compar©nd diverse metode de pŁstrare ĸi acŞiunea 

acestora asupra culturilor microbiene de interes biotehnologic, putem concluziona cŁ liofilizarea 

este cea mai optimŁ Ἠi acceptabilŁ metodŁ pentru conservarea Ἠi pŁstrarea microorganismelor Ἠi 

proprietŁἪilor lor biotehnologice. 

OdatŁ cu creἨterea importanἪei metodei de liofilizare a evoluat Ἠi aparatajul destinat 

acetui proces. Primele tipuri de utilaje folosite pentru liofilizare au fost sublimatoarele TG 50 

Hochvakuumtechnik Dresden (RDG) ĸi Frigera LZ 45, ʂS 30 (Republica CehoslovacŁ). Aceste 

sublimatoare au fost folosite pe parcursul a 35 de ani ĸi posedau o serie de neajunsuri ca 

incomoditatea ´n folosire ĸi timpul ´ndelungat de desfŁĸurare a procesului. Un moment pozitiv al 

aparatelor moderne este cŁ datoritŁ dimensiunilor mici Ἠi a uἨurinἪei ´n exploatare, liofilizatorul 

poate fi uἨor amplasat ´n laborator [166, 234]. 

Liofilizatoarele FreeZone Freeze Dry Systems de marca LABCONCO, sunt destinate 

pentru efectuarea cercetŁrilor ´n domeniul liofilizŁrii ´n incinta laboratoarelor ĸi ´ntreprinderilor 

industriale. Liofilizatorul FreeZone Plus 12 Liter Cascade Console Freeze Dry System, acest tip 

de liofilizator poate fi folosit ´n instituŞiile ĸtiinŞifice pentru cercetŁri de pŁstrare a materialelor 

biologice (utilajul dat a fost utilizat ´n cadrul cercetŁrilor prezente).  

Liofilizatoarele de acest tip sunt ´nzestrate cu interface electronic ĸi accesorii necesari ca 

procesul de liofilizare sŁ fie uĸor monitorizat ĸi sŁ fie desfŁĸurat calitativ. Ċn camera de liofilizare 

temperatura poate ajunge p©nŁ la -50ÁC, iar volumul variazŁ 1 ï 18 litri.  

Sistemul de condensare ´n dependenŞŁ de marcŁ poate avea un volum de 2.5, 4.5, 6 ĸi 12 

litri, iar temperatura poate ajunge p©nŁ la -84ÁC. AceastŁ temperaturŁ este idealŁ pentru 

liofilizarea substanŞelor care conŞin substanŞele de acitonitril. 

DatoritŁ sistemul de condensare cu un volum de 4.5 l, Ἠi cu o temperaturŁ de la -105ÁC, 

poate fi folosit pentru liofilizarea substanŞelor diluate cu conŞinut de metanol sau etanol [56]. 

 

1.3. Medii protectoare Ἠi de rehidratare pentru liofilizarea microorganismelor Ἠi 

mecanismul acἪiunii acestora 

Microorganismele pe durata ciclului vital, de regulŁ, sunt supuse diferitor factori de stres. 

Stresul reprezintŁ orice schimbare a condiἪiilor mediului ´nconjurŁtor, care duce la scŁderea 

vitezei de creἨtere sau a viabilitŁἪii microorganismelor, ce poate duce la modificŁri esenἪiale ´n 

genom sau proteom. La factori stresanἪi pot fi atribuiἪi parametrii sub- sau supraoptimali ai 

mediului: temperatura, presiunea, pH-ul, iluminarea, compoziἪia chimicŁ, activitatea apei, etc. Se 

cunoaἨte faptul, cŁ celulele care se regŁsesc ´n faza staἪionarŁ sau se aflŁ ´n stare de anabiozŁ, 

sunt mai rezistente faἪŁ de factorii stresanἪi. Temperaturile joase spre deosebire de pH-ul Ἠi 
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salinitatea nonoptimalŁ nu provoacŁ denaturarea proteinelor, ´nsŁ pot induce diferite mutaἪii ´n 

genom. Pe parcursul stresului hipotermic are loc stabilizarea structurii secundare a acizilor 

nucleici, fapt ce duce la stoparea transcripἪiei Ἠi translaἪiei genelor Ἠi inhibiἪia replicŁrii ADN-

ului. De asemenea sub influenἪa stresului hipotermic are loc scŁderea activitŁἪii enzimelor, 

lichiditŁἪii membranelor, ce ´mpiedicŁ transportul substanἪelor ´n celulŁ. Pe l©ngŁ cele 

enumerate, ´n celulŁ Ἠi la suprafaἪa acesteia se formeazŁ cristale de gheaἪŁ care pot leza 

organitele celulare Ἠi duce la pieirea celulei. Cu toate acestea, mecanismul de rŁspuns al celulei 

faἪŁ de factorii stresanἪi nu este pe deplin cunoscut [7, 141, 196]. 

Pentru supravieἪuirea ´n condiἪii nefavorabile ale mediului ´nconjurŁtor, 

microorganismele activeazŁ un set de mecanisme de protecἪie. MetaboliἪii extracelulari, 

sintetizaἪi de microorganisme, care regleazŁ activitatea acestora se numesc autoregulatori. Din 

numeroasele funcἪii ale metaboliἪilor autoregulatori, cele care asigurŁ adaptarea organismului la 

condiἪii fizico-chimice nefavorabile ale mediului ´nconjurŁtor sunt puἪin studiate. O serie de 

microorganisme posedŁ capacitatea de a sintetiza substanἪe de protecἪie (alchiloxibenzoli). 

Aceste substanἪe stabilizeazŁ structura proteinelor, posedŁ efect membranotropic Ἠi efect 

antioxidant [67, 245]. Sub influenἪa factorilor stresanἪi are loc sinteza Ἠi altor substanἪe 

protectoare ca: terpenelor, poliolilor, betainei Ἠi a unor aminoacizi. Pe l©ngŁ acesta un rol 

important le revine lipidelor localizate ´n membrana celularŁ. Este cunoscut cŁ ´n condiἪii de 

hipotermie are loc stimularea lipidogenezei pentru asigurarea supravieἪuirii tulpinilor de 

microorganisme, se modificŁ compoziἪia fosfolipidelor, sterinelor Ἠi acizilor graἨi. De exemplu, 

la micromicete sub influenἪa stresului hipotermic cantitatea de acid linolenic creἨte de 7-11 ori. 

Pe l©ngŁ aceasta se atestŁ Ἠi o creἨtere a cantitŁἪii de trigliceride. Autorii considerŁ, cŁ sub 

acἪiunea factorilor stresanἪi scŁderea temperaturii contribuie la lipidogenezŁ pentru asigurarea 

supravieἪuirii tulpinii. Astfel, este cunoscut, cŁ ´n condiἪii de hipodermie are loc stimularea 

lipidogenezei pentru asigurarea supravieἪuirii tulpinilor de microorganisme. Se modificŁ 

compoziἪia fosfolipidelor, sterinelor Ἠi acizilor graἨi [60, 224]. 

Natura substanἪelor lioprotectoare este foarte variatŁ. Ca agenἪi protectori pot fi utilizaἪi: 

aminoacizi (prolina, peptona); alcoolii (glicerol, adonitol, manitol, etilenglicol); sŁruri 

(glutamatul de sodiu, tiosulfatul de sodiu); zaharuri (zaharoza, glucoza, lactoza, trehaloza, 

maltodextrin, polizaharide, xantan); substanἪe antioxidante (acid ascorbic, ascorbatperoxidaza); 

polimeri (dextran, polietilenglicolul, polivinilpirolidon); substanἪe complexe (lapte degresat, 

serul, betaina, adrenalina, must de malἪ, heteroauxine). SubstanἪele protectoare dupŁ mecanismul 

de acἪiune pot fi divizate ´n 2 clase: 1) formatori de sticlŁ amorfŁ (vitrificatori) Ἠi 2) substanἪe 

eutectice cristalizante [115, 200, 237, 242]. 
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Formatori de sticlŁ amorfŁ sunt carbohidraἪii, proteinele Ἠi polimerii. Acestea sunt lichide 

suprasaturate Ἠi instabile din punct de vedere termodinamic. Aceste substanἪe exercitŁ un grad 

´nalt de protecἪie pe parcursul liofilizŁrii. Formarea structurii sticloase prevede o viscozitate 

suficientŁ pentru imobilizarea moleculelor la maximum. Aceste substanἪe au capacitatea de a 

lega metaboliἪii celulari care ´n concentraἪii mari influenἪeazŁ negativ membrana plasmaticŁ pe 

parcursul pŁstrŁrii [57, 64]. 

Microorganismele pe durata conservŁrii Ἠi pŁstrŁrii ´ndelungate deasemenea sunt supuse 

influenἪei diferitor factori de stres. Dintre aceἨtea pot fi evidenἪiaἪi: temperatura joasŁ; 

modificarea presiunii; deshidratarea Ἠi rehidratarea [165, 202]. De asemenea, au loc schimbŁri 

ale complexului enzimatic dupŁ liofilizare [58, 70]. 

NumeroἨi factori influenἪeazŁ asupra eficacitŁἪii liofilizŁrii microorganismelor: varietatea 

taxonomicŁ a microorganismului, faza de dezvoltare, mediul Ἠi condiἪiile de cultivare, 

compoziἪia mediului lioprotector Ἠi titrul celulelor celule ´n el, temperatura Ἠi durata de pŁstrare, 

condiἪiile Ἠi mediul de rehidratare. ĊnsŁ unul din cei mai importanἪi factori este compoziἪia 

mediului protector. DeἨi, au fost efectuate diferite tentative de liofilizare a microoranismelor 

(forme vegetative Ἠi spori) fŁrŁ medii lioprotectoare, totuἨi a fost stabilit, cŁ rata viabilitŁἪii este 

cu mult mai ´naltŁ cu aplicarea acestora. Descoperirea faptului, cŁ ´n prezenἪa glicerolului sau 

dimetilsulfoxidului viabilitatea microorganismelor conservate este mult mai ´naltŁ, a marcat 

´nceputul unei etape noi ´n criobiologie [88, 92, 129]. 

DatoritŁ capacitŁἪii substanἪelor eutectice de a lega apa liberŁ, se evitŁ formarea 

cristalelor de gheaἪŁ care pot leza celulele microbiene [77, 199, 259]. 

SubstanἪele lioprotective pot fi clasificate dupŁ mai multe criterii, dar cel mai rŁsp©ndit 

este divizarea substanἪelor dupŁ masŁ molecularŁ. O altŁ clasificare este gruparea substanἪelor 

dupŁ capacitatea de a penetra membrana celularŁ (30 min.), cum ar fi : metanolul, etanolul, 

etilenglicolul, propilenglicolul, dimetilformamidul, metilacetamidul, dimetilsulfoxidul, 

glicerolul. CompuἨii nepenetranἪi sunt: mono-, di-, oligo-, polizaharidele, manitolul, sorbitolul, 

dextranul, amidonul hidroxietilic, celuloza metilicŁ, albumina, gelatina, alte proteine, 

polivinilpirolidonul, polietilenglicolul, oxidul de polietilen Ἠi alcool polivinilic, care asigurŁ 

protecἪia extracelularŁ ´n concentraἪie de 10,0 ï 40,0%. Permeabilitatea unora dintre aceste 

soluἪii, de exemplu glicerolului, depinde ´n mare mŁsurŁ de temperaturŁ Ἠi structura membranei 

celulare. Mai mult ca at©t, unele substanἪe lioprotectoare au capacitatea sŁ penetreze doar 

peretele celular Ἠi nu membrana citoplasmaticŁ [64, 87, 209]. Din acest punct de vedere pot fi 

evidenἪiate trei categorii de lioprotectori:  
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1. capabili sŁ penetreze at©t peretele celular, c©t Ἠi membrana citoplasmaticŁ 

(dimetilsulfoxidul, glicerolul);  

2. capabili sŁ penetreze numai peretele celular (mono- Ἠi dizaharidele, aminoacizii, 

polimerii cu masŁ molecularŁ micŁ, polietilenglicolul-1000); 

3. care nu sunt capabili sŁ penetreze nici peretele celular Ἠi asigurŁ protecἪia extracelularŁ 

(polimeri cu masŁ molecularŁ mare, aἨa ca proteinele, polizaharidele, oxidul de polietilen, 

polietilenglicolul-6000, dextranul, amidonul hidroxietilic, polivinilpirolidona) [64, 98].  

DupŁ cum a fost menἪionat, substanἪele crioprotectante pot fi ´mpŁrἪite ´n 5 grupe mari: 

sulfoxizii; alcoolii Ἠi derivaἪii acestora; zaharidele Ἠi polizaharidele; aminoacizii Ἠi acizi 

carbonici; peptidele, proteinele Ἠi glicoproteinele [64].  

Ċn continuare este prezentatŁ descrierea grupelor. 

Sulfoxizii sunt tioeteri oxidaἪi care conἪin un atom de oxigen per moleculŁ Ἠi sunt solubili 

´n apŁ (grupul S-O ´n molecula de sulfoxid este chimic inert) [64]. 

Cea mai utilizatŁ substanἪŁ din acest grup este dimetilsulfoxidul, care este un lioprotector 

universal. IniἪial a fost utilizat ´n calitate de lioprotector pentru conservarea eritrocitelor Ἠi a 

spermatozoizilor. Dimetilsulfoxidul se utilizeazŁ la crioconservarea viruἨilor, bacteriilor, 

micoplasmelor, chlamidiilor, cianobacteriilor, fungilor, levurilor Ἠi protozoarelor [64].  

Ċn literatura de specialitate sunt disponibile date cu privire la influenἪa pozitivŁ a 

dimetilsulfoxidul capacitŁἪii biosintetice a microorganismelor. Tulpinile de streptomicete 

cultivate ´n prezenἪa concentraἪiilor mici de dimetilsulfoxid (3,0%) prezintŁ modificŁri calitative 

Ἠi cantitative semnificative ´n producerea metaboliἪilor secundari: creἨterea de 3 ori a 

tetracenomicinei C Ἠi de 2 ori a tiostreptonei. Acest efect a fost observat pentru o serie de tulpini 

de streptomicete naturale Ἠi genetic modificate. Un efect similar a fost observat Ἠi la bacteriile 

Bacillus circulans ï producenἪi de antibiotice. Astfel, cantitatea de antibiotice sintetizatŁ de B. 

circulans a crescut faἪŁ de martor pe fundalul menἪinerii productivitŁἪii de biomasŁ [36]. 

Cele mai recente studii poziἪioneazŁ dimetilsulfoxidul ca un lioprotector eficient. Astfel, 

dimetilsulfoxidul a fost cel mai eficient agent de protecἪie pentru liofilizarea Ἠi pŁstrarea tulpinii 

S. zagrosensis, viabilitatea cŁreia dupŁ 6 luni de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ constituia 99,3% din 

cea iniἪialŁ [61].  

Alcoolii Ἠi derivaἪii acestora. DeἨi alcoolii Ἠi polialcoolii, ´n special glicerolul, 

metanolul Ἠi glicolul, sunt eficienἪi ´n calitate de lioprotectori, utilizarea lor este mai puἪin 

frecventŁ datoritŁ toxicitŁἪii lor relative pentru mai multe sisteme biologice. EficienἪa 

metanolului este aproximativ egalŁ cu cea a dimetilsulfoxidului Ἠi de regulŁ se utilizeazŁ la 

crioconservarea levurilor, bacteriilor anaerobe, unor cianobacterii, alge Ἠi protozoare. Etanolul, 



 

 

43 

care este mai puἪin toxic, se utilizeazŁ mai des Ἠi este eficient pentru conservarea 

microorganismelor procariote Ἠi eucariote [64]. 

ZŁharurile Ἠi polizaharidele. Ċn literaturŁ sunt disponibile date cu privire la utilizarea 

diferitor zaharuri ´n componenἪa mediilor de cultivare a microorganismelor, ´n special a 

streptomicetelor. Astfel, acestea ´ndeplinesc rolul de principala sursŁ de carbon [24]. Ċn 

continuare sunt prezentate rezultatele cercetŁrilor savanἪilor care au utilizat aceἨti compuἨi ´n 

procesul de liofilizare. 

Ċn domeniul criobiologiei sunt utilizaἪi astfel de compuἨi ca: glucoza, xiloza, zaharoza, 

lactoza, maltoza, trehaloza, rafinoza, dextranul, polizaharidele, inulina, metil celuloze, guma 

arabicŁ, etc., care servesc ´n calitate de crioprotectori Ἠi lioprotectori eficienἪi [64, 210]. 

Glucoza Ἠi zaharoza cu succes se utilizeazŁ pentru liofilizarea Streptomyces zagrosensis, 

viabilitatea cŁreia ´n prezenἪa acestor substanἪe constituie ´n jur de 95,0% [61]. Rezultate 

similare au fost obἪinute Ἠi pentru alte specii de streptomicete.  

Ċn calitate de component al mediilor de protecἪie sunt des folosite amidonul de cartofi Ἠi 

polizaharidele, utilizat pentru liofilizarea tulpinii Streptomyces aureofaciens viabilitatea cŁreia 

dupŁ liofilizare constituia 65,0-78,0% [167]. Un alt exemplu de utilizare a polizaharidelor (de 

ginseng) ´n calitate de lioprotector este suplimentarea laptelui degresat cu acest component ´n 

concentraἪie de 5 % pentru liofilizarea lactobacililor [160]. 

Aminoacizi Ἠi acizi carbonici. Acidul glutamic sau glutamatul de sodiu ´n concentraἪie 

de 1,0 ï 5,0%, de regulŁ ´n combinaἪie cu alἪi compuἨi, cum ar fi glicerina sau laptele degresat, 

eficiente ´n calitate de crioprotectori pentru algele din genurile Scenedesmus, Chlorella, 

Nitzschia Ἠi Phaeodactylum [64]. 

Peptide, proteine Ἠi glicoproteine. Albuminele sunt utilizate ´n calitate de crioprotectori 

´n concentraἪie de 0,1 ï 4,0% pentru pŁstrare de lungŁ duratŁ, ´n special a viruἨilor Ἠi rickettsiilor 

[64, 196].   

Serul sangvin inactivat obἪinut de la diverse manifere Ἠi pŁsŁri (vite, cai, oi, iepuri Ἠi pui) 

´n concentraἪia de 10,0 ï 20,0% a fost utilizat cu diferit succes pentru crioconservarea viruἨilor, 

bacteriilor, micoplasmelor, cianobacteriilor, levurilor, fungilor filamentoἨi Ἠi protozoarelor. Pe 

l©ngŁ efect crioprotector, serul sangvin sau albumina sericŁ protejeazŁ celulele microbiene contra 

toxicitŁἪii glicerinei, dimetilsulfoxidului sau altor agenἪi crioprotectori ´n timpul congelŁrii-

decongelŁrii [64, 197].   

Gelatina este un lioprotector utilizat ´n special pentru a suplimenta alte substanἪe 

lioprotectoare ´n mediile de protecἪie. EficienἪa de protecἪie a gelatinei ´n concentraἪie de 0,5 ï 

15,0% a fost demonstratŁ pentru E. coli, S. platensis Ἠi S. levoris [38, 64].  
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Alt compus utilizat cu succes pentru liofilizare este peptona. Ċn concentraἪie de 0,4 ï 

20,0% poate fi utilizatŁ pentru protecἪia microorganismelor ´n timpul congelŁrii-decongelŁrii. De 

regulŁ, se utilizeazŁ peptonŁ bacteriologicŁ sau microbiologicŁ cu conἪinut scŁzut de sare Ἠi 

cenuἨŁ <10,0% g/g. Ca Ἠi gelatina, peptona ca diluant pentru microorganismele, care urmeazŁ sŁ 

fie congelate, se utilizeazŁ ´n combinaἪie cu alἪi lioprotectori, pentru a oferi protecἪie 

suplimentarŁ microorganismelor [64, 200]. 

Ċn literatura de specialitate sunt disponibile date cu privire la utilizare ´n crioconservarea 

microorganismelor a proteinelor naturale antifreeze, sintetizate de diferite specii de peἨti, insecte 

Ἠi plante. Din cauza preἪului ´nalt al acestor substanἪe, ele practic nu au obἪinut utilizare largŁ 

[64, 94]. 

ĊncŁ o substanἪŁ care poate fi menἪionatŁ ´n calitate de lioprotector este mucina, care este 

un glicoprotein, ´n care moleculele de polizaharide acide sunt ataἨate de lanἪul polipeptidic. 

Mediul protector cu 5,0% mucinŁ menἪine viabilitatea tulpinilor bacteriene [64]. 

La liofilizarea streptomicetelor este utilizat serul sanguin pentru menἪinerea de duratŁ a 

viabilitŁἪii [21, 61].   

Ultima etapŁ importantŁ a liofilizŁrii este rehidratarea. Sunt numeroase medii de 

rehidratare, dar influenἪa acestora asupra viabilitŁἪii diferŁ. Prin alegerea corectŁ a mediului de 

rehidratare, putem spori nu numai viabilitatea, dar Ἠi regenerarea celulelor lezate, datoritŁ 

prezenἪei ´n el a substanἪelor nutritive pentru restabilirea funcἪiilor celulelor. Un rol important ´l 

joacŁ Ἠi tempratura de rehidratare. Cele mai bune rezultate a viabilitŁἪii au fost obἪinute la 

temperatura de 18-25ÜC, pentru drojdii se recomandŁ ´n jur de 30ÜC [25, 93]. ExistŁ mulἪi factori 

care pot afecta starea celulei deshidratate la adŁugarea apei pentru rehidratare. Ċn funcἪie de 

culturŁ, pentru rehidratarea streptomicetelor este preferabilŁ utilizarea unor soluἪii, dar nu a apei 

distilate [87]. 

Ċn calitate de medii de rehidratare pot servi: apa, laptele degresat, zaharoza, soluἪiile de 

sŁruri, glutamatul de sodiu, zaharoza, apa peptonatŁ, tripton/pepton/extractul de carne [87, 167, 

199]. 

Pentru liofilizarea tulpinilor de streptomicete, KupleἪkaia Ἠi Netrusov au propus medii 

lioprotective ´n baza laptelui degresat Ἠi gelatinei: 1,0% gelatinŁ + 10,0% zaharozŁ; lapte 

degresat + 7,0% glucozŁ; lapte degresat. Astfel pentru conservarea streptomicetelor, cele mai 

bune rezultate ale viabilitŁἪii au fost obἪinute la utilizarea ´n calitate de protector al mediului 

1,0% gelatinŁ + 10% zaharozŁ [231]. Pentru a reduce costul mediului protector, unele protocoale 

de conservare admit glucozŁ, care este la fel de eficientŁ [249].  
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Pentru a majora eficienἪa mediilor protective, acestea, de regulŁ, sunt policomponente. 

Astfel, a fost stabilit, cŁ viabilitatea lactobacililor Ἠi a bifidobacteriilor a fost semnificativ mai 

mare ´n prezenἪa polizaharidelor Ἠi laptelui degresat concomitent, dec©t la aplicarea acestora 

separat [66, 160]. Una din principalele funcἪii ale exopolizaharidelor este cea de protecἪie. 

Acestea contribuie la protejarea celulei de factorii externi, ´n special la deshidratare [73, 82, 104, 

117, 118, 121, 126]. Pe l©ngŁ acἪiune de protecἪie exopolizaharidele au Ἠi alte funcἪii, ca 

antiimflamatorii Ἠi antitumorale [128]. 

Se considerŁ cŁ, o simbiozŁ eficientŁ ´n cadrul populaἪiei de gheἪari, se formeazŁ ´ntre 

microorganismele hetero- Ἠi fototrofe. Heterotrofele remineralizeazŁ substratul, produc©nd 

substanἪe pentru ulterioara activitate a fototrofilor. La r©ndul sŁu, cianobacteriile sintetizeazŁ 

mucusul polizaharidic care protejeazŁ celulele microorganismelor heterotrofe la congelare. Un 

rol important ´n activitatea psihrofilelor ́ l joacŁ proteinele lioprotectoare, care permit 

funcἪionarea normalŁ a celulei [175]. 

Unii aminoacizi de asemenea, au demonstrat eficienἪa sa ´n calitate de crioprotectori. Un 

exemplu elocvent poate servi utilizarea hidroxiprolinei ´n concentraἪia de 12,0% pentru pŁstrarea 

viabilitŁἪii Lactobacillus rhamnosus, care constituia 55,84% [84]. 

Ċn calitate de sursŁ de aminoacizi Ἠi polizaharide, este raἪionalŁ utilizarea cianobacteriei 

Spirulina platensis, cheltuielile pentru obἪinerea principiilor bioactive menἪionate sunt reduse 

[99, 123]. 

SavanἪii exprimŁ un interes tot mai ´nalt faἪŁ de cianobacterii, care sunt foarte atractive 

dupŁ urmŁtoarele criterii: vitezŁ mare de creἨtere, productivitate ´naltŁ, compoziἪie biochimicŁ 

valoroasŁ Ἠi metabolism sporit [123]. Cianobacteriile sunt producenἪi de aἨa compuἨi ca: 

aminoacizi, polizaharide, lipide, antibiotice, hormoni, carotenoizi, hidrogenaze, alcooli, 

izoprenoizi Ἠ.a. ProduἨii menἪionaἪi sunt pe larg utilizaἪi ´n: zootehnie, fitotehnie, farmaceuticŁ, 

industrie alimentarŁ, cosmetologie, etc. [2, 19, 48, 53, 79, 85, 105, 112, 125, 205, 206]. 

Spirulina este un producent performant de proteine, antioxidanἪi Ἠi vitamine, care se 

utilizeazŁ ca aditivi alimentari Ἠi furageri ´n hrana omului Ἠi animalelor [246]. 

Cianobacteriile sunt o sursŁ idealŁ pentru obἪinerea diferitor substanἪe biologic active 

pentru diverse domenii ale economiei. Polizaharidele cianobacteriene de asemenea se referŁ la 

acest tip de substanἪe Ἠi reprezintŁ o clasŁ importantŁ de substanἪe polimerice renovabile, de 

interes biotehnologic. Din punct de vedere structural, polizaharidele cianobacteriene sunt mai 

valoroase faἪŁ de cele obἪinute din plantele superioare Ἠi macroalge, datoritŁ prezenἪei grupurilor 

funcἪionale sulfatate [123]. 
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Ċn compoziἪia polizaharidelor cianobacteriene intrŁ astfel de monomeri ca: galactoza, 

xiloza, fructoza, ramnoza, arabinoza, manoza, acizii galacturonic Ἠi glucuronic [148]. 

SubstanἪele enumerate se utilizeazŁ cu eficienἪŁ ´n procesul de liofilizare [64]. Cianobacteriile 

produc o mare varietate de oligopeptide bioactive, au un rol ecologic Ἠi fiziologic important, ´nsŁ 

mecanismul de sintezŁ a acestora sub influenἪa factorilor mediului ´nconjurŁtor sunt puἪin 

studiate [102, 103]. 

Cele expuse mai sus argumenteazŁ necesitatea Ἠi importanἪa investigaἪiilor ce Ἢin de 

evaluarea posibilitŁἪii de utilizare a extractelor de origine cianobacterianŁ la elaborarea mediilor 

protectoare pentru conservarea Ἠi pŁstrarea tulpinilor de interes practic Ἠi ἨtiinἪific. 

Ċn calitate de substanἪe crioprotectoare pot fi utilizate Ἠi cele cu proprietŁἪi 

polifuncἪionale. Acestea sunt prezentate de dehidrinele din plante [62, 179]. O direcἪie nouŁ ´n 

cadrul criobiologiei este utilizarea principiilor de origine vegetalŁ ´n calitate de componente a 

mediilor de protecἪie pentru liofilizare. Conform surselor literare, utilizarea substanἪelor biologic 

active cum sunt glicozidele ´n tehnologiile moderne are o mare importanἪŁ practicŁ Ἠi este 

determinatŁ de mai multe proprietŁἪi ale acestor substanἪe: influenἪarea proceselor de creἨtere Ἠi 

dezvoltare a plantelor, acestea pot accelera semnificativ creἨterea Ἠi productivitatea culturilor 

agricole, totodatŁ determin©nd rezistenἪa acestora la factorii de mediu nefavorabili (secetŁ sau 

umiditate ´n exces, temperaturŁ mŁritŁ sau scŁzutŁ) Ἠi rezistenἪa nespecificŁ a plantelor la un 

numŁr mare de agenἪi fitopatogeni [169, 180, 181]. 

Glicozidele steroide vegetale sunt incluse ´n lista preparatelor aprobate pentru utilizare ´n 

Moldova, Rusia, Ucraina Ἠi alte ἪŁri europene. Acestea sunt utilizate cu succes ca reglatori de 

creἨtere a plantelor agricole. ĊnsŁ disponibilitatea lor este destul de scŁzutŁ deoarece sursele de 

obἪinere sunt relativ limitate, ceea ce a determinat extinderea gamei reprezentanἪilor florei 

sŁlbatice din Moldova utilizate ca sursŁ de glicozide [251-254]. 

DirecἪia de cercetare este relevantŁ deoarece substanἪele biologic active de origine 

vegetalŁ datoritŁ accesului relativ la obἪinere, uἨurinἪa de utilizare, doze mici de aplicare Ἠi 

capacitate de protejare contra Ἠocurilor termice poate fi atribuitŁ elementelor din cadrul 

microbiologiei Ἠi criobiologiei [178, 238, 239, 252]. Este evident faptul cŁ, acesta este un plus ´n 

cadrul cercetŁrii liofilizŁrii pentru a asigura pŁstrarea tulpinilor de microorganisme pe o perioadŁ 

´ndelungtŁ. 

Conform analizei surselor literare, utilizarea metaboliἪilor de origine cianobacterianŁ Ἠi 

vegetalŁ ´n calitate de supliment la mediul de liofilizare utilizat ´n colecἪie (gelatinŁ 2,5% + 

glucozŁ 7,5%) pentru pŁstrarea tulpinilor de streptomicete, reprezintŁ o oportunitate importantŁ 

de perfecἪionare a procesului de pŁstrare a tulpinilor de interes biotehnologic. 
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1.4. Concluzii la capitolul  1 

1. Principalele metode de conservare Ἠi pŁstrare a tulpinilor de microorganisme de 

interes ἨtiinἪific Ἠi practic sunt: transferul periodic; plasarea sub strat de ulei mineral; uscarea; 

conservarea Ἠi pŁstrarea la temperaturi joase Ἠi ultrajoase (crioconservarea Ἠi liofilizarea). 

2. Tulpinile din genul Streptomyces produc numeroase substanἪe biologic active, care 

sunt utilizate ´n cele mai diverse domenii. Deoarece aceste tulpini posedŁ un grad ´nalt de 

variabilitate, liofilizarea este metoda potrivitŁ pentru conservarea acestui grup de 

microorganisme, ce permite reducerea la zero a numŁrului de reńsŁm©nἪŁri Ἠi pŁstrarea 

materialului biologic ´n stare de anabiozŁ. 

3. Liofilizarea, ´n special pentru streptomicete, oferŁ urmŁtoarele avantaje comparativ 

cu alte metode de pŁstrare: termenul de pŁstrare lung, comoditate ´n manipularea cu probele 

liofilizate, pŁstrarea la temperatura camerei sau frigider, reducerea riscului apariἪiei mutaἪiilor 

genetice, diminuarea riscului scŁderii sau pierderii activitŁἪii biosintetice a tulpinii, iar selectarea 

corectŁ a mediilor de protecἪie Ἠi a parametrilor optimi face rentabil procesul din punct de vedere 

economic. 

4. Principalele grupe de substanἪe crioprotectoare (lioprotectoare) sunt: sulfoxizii; 

alcoolii Ἠi derivaἪii acestora; zŁharurile Ἠi polizaharidele; aminoacizii Ἠi acizii carbonici; 

proteinele, peptidele Ἠi glicoproteinele. Aceste substanἪe au capacitatea de a lega apa liberŁ, 

evit©nd formarea cristalelor de gheaἪŁ, de a reduce Ἠi egala presiunea osmoticŁ, posedŁ efect de 

stabilizare a membranelor celulare Ἠi antioxidant ce oferŁ protecἪie faἪŁ de radicalii liberi. 

Analiza surselor bibliografice relevante la tema tezei a permis de a formula problema de 

cercetare care a fost pusŁ ´n faἪa acestei lucrŁri: necesitatea perfecἪionŁrii metodelor de pŁstrare 

a tulpinilor de streptomicete din ColecἪia NaἪionalŁ de Microorganisme Napatogene prin 

utilizarea preparatelor naturale obἪinute din biomasa cianobacterianŁ Ἠi vegetalŁ, ´n calitate de 

agenἪi lioprotectori ´n componenἪa mediilor pentru liofilizarea culturii. 

 

 

 

 

 

 



 

 

48 

2. OBIECTUL DE STUDIU ķI METODELE APLICATE ĊN CERCETARE 

 

InvestigaŞiile, rezultatele cŁrora sunt prezentate ´n aceastŁ lucrare au fost realizate pe 

parcursul anilor 2015-2018, ´n cadrul ColecŞiei NaŞionale de Microorganisme Nepatogene a 

Institutului de Microbiologie ĸi Biotehnologie. 

 

2.1. Obiectul de studiu 

Ċn studiu a fost utilizatŁ tulpina Streptomyces canosus (Krasilinikov, 1970), depozitatŁ ´n 

ColecŞia NaŞionalŁ de Microorganisme Nepatogene a IMB, ´n calitate de producŁtor valoros de 

metaboliἪi secundari, cu atribuirea cifrului Streptomyces canosus CNMN-Ac-02.  

PoziἪia sistematicŁ: Domeniul ï Bacteria, Regnul ï Eubacteria, Filumul ï 

Actinobacteria, Clasa ï Actinobacteria, Ordinul ï Actynomycetales, Familia ï 

Streptomycetaceae, Genul ï Streptomyces (Waksman and Henrici, 1943).  

Caracterele morfo-culturale ale tulpinii: Sporoforii sunt spiralaŞi cu 3 ï 5 bucle deschise, 

aĸezate monopodial, sporii ï de formŁ ovalŁ, alungiŞi, cu mici butoni pe suprafaŞŁ. Miceliul 

aerian de nuanŞŁ gri deschisŁ, cenuĸie. Miceliul de substrat ï de culoare brunŁ, brun deschis, 

galben-crem, pigmenŞi melanoizi nu formeazŁ.  

ParticularitŁŞile fiziologice ĸi biochimice ale tulpinii: Gram+. Coloniile ĸi culoarea 

miceliului aerian ĸi de substrat variazŁ ´n dependenŞŁ de mediile de cultivare. Slab lichefiazŁ 

gelatina, peptonizeazŁ laptele, hidrolizeazŁ amidonul, reduce nitraŞii p©nŁ la nitriŞi, nu formeazŁ 

H2S, nu creĸte pe celulozŁ. AsimileazŁ glucoza, manoza, fructoza, galactoza, maltoza, ramnoza, 

manitolul, inozitolul, xiloza, zaharoza, amidonul. Nu asimileazŁ arabinoza, lactoza, rafinoza, 

sorbitolul, inulina, acetatul ĸi citratul de natriu. Antagonist slab al bacteriilor Gram+ ĸi Gram- ĸi 

a unor fungi. 

 

Fig. 2.1. Aspectul coloniilor tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 
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Parametrii productivi ai tulpinii: Valorile acumulŁrii BAU pe mediu M-I sunt cuprinse 

´ntre 5,40 ï 7,86 g/l; a lipidelor ï 0,41 ï 0,64 g/l; a fosfolipidelor ï 11,9 ï 12,8% faŞŁ de lipidele 

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

acizi graĸi nesaturaŞi: C18:1 ï 22,7%, C18:2 ï 34,5%. 

 

2.2. Medii, condiŞii ĸi preparate pentru cultivarea ĸi pŁstrarea tulpinii 

Medii ĸi condiŞii de cultivare  

Conform literaturii de specialitate, continuŁ sŁ se dezvolte o abordare ἨtiinἪificŁ ´n ce 

priveἨte pregŁtirea unor medii nutritive echilibrate, lu©nd ´n consideraἪie necesitŁἪile individuale 

ale fiecŁrei dintre tulpinile studiate de microorganisme. Un mediu nutritiv echilibrat presupune o 

compoziἪie calitativŁ Ἠi cantitativŁ care satisface nevoile culturii, asigurŁ o producἪie maximŁ de 

biomasŁ la o anumitŁ ratŁ cu concentraἪii minime de reziduri. ConcentraἪia de azot ´n mediul 

nutritiv are un efect semnificativ asupra creἨterii Ἠi dezvoltŁrii celulei microbiene, scŁderea 

cantitŁἪii de azot duce la stimularea semnificativŁ a sintezei lipidelor de cŁtre microorganisme, 

dar reduce randamentul biomasei. Studiul influenἪei surselor de lipide exogene: soia, porumb, 

extracte vegetale asupra creἨterii Ἠi acumulŁrii biomasei Ἠi a lipidelor din ea a arŁtat cŁ 

compoziἪia lipidelor totale este o reflectare a douŁ procese: sinteza lipidicŁ de novo Ἠi asimilarea 

exogenŁ a lipidelor, care trebuie luate ´n considerare la cultivarea microorganismelor. Se remarcŁ 

semnificaἪia componentelor minerale ale mediului pentru cultivarea actinomicitelor Ἠi se crede cŁ 

cea mai bunŁ sursŁ de azot este (NH4)2SO4, de potasiu ï H2PO4; de calciu ï CaCO3; de sodiu ï 

NaCl. Dintre mediile nutritive destinate cultivŁrii actinomicitelor, sunt utilizate pe scarŁ largŁ 

mediile Dulaney, Prus, Czapek cu glucozŁ sau medii organice complexe, ´n care sunt utilizate pe 

scarŁ largŁ sursele de carbon - fŁinŁ de soia, fŁinŁ de porumb, etc, diferiἪi aditivi, melasŁ, drojdie 

de panificaἪie Ἠi extract [182, 212]. 

Inoculul tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 a fost obἪinut la cultivare pe 

mediul Dulaney, ´n retorte Erlenmeyer (1 L) cu 200 ml mediu, timp de 3 zile, la temperatura de 

28ÜC. Pentru acumularea biomasei, tulpina S. canosus CNMN-Ac-02 a fost cultivatŁ ´n retorte 

Erlenmeyer (1 L) cu 200 ml mediu, timp de 5 zile, pe agitator, la temperatura de +28
Ü
C pe 

mediul M-I. Pentru studiul caracterelor morfologice a fost utilizat mediu Czapek, iar pentru 

pŁstrarea ´ndelungatŁ pe medii solide ï mediul cu ovŁz. ComponenἪa mediilor utilizate este 

prezentatŁ ´n Fig. 2.2.  
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Fig. 2.2. ComponenἪa mediilor de culturŁ utilizate ´n studiul tulpinii Streptomyces canosus 

CNMN-Ac-02  

 

Mediul protector pentru liofilizare 

Liofilizarea se bazeazŁ pe congelarea preliminarŁ a materialului biologic ´n timpul cŁreia 

se formeazŁ cristale de gheaŞŁ, care provoacŁ diverse leziuni ale celulelor vii. Pentru a minimiza 

acest prejudiciu de regulŁ sunt utilizate diverse substanŞe protectoare. Dintre acestea fac parte 

alcoolii, carbohidraŞii, polizaharidele, aminoacizii, diverse substraturi de naturŁ complexŁ, 

precum laptele degresat, mierea, extractul de drojdie. 

Laptele degresat ĸi zaharurile sunt lioprotectori tipici ´n cadrul colecŞiilor ĸi se utilizeazŁ 

la liofilizarea microorganismelor. Zaharurile ĸi polizaharidele stabilizeazŁ membranele celulare 

printr-un mecanism de legare a apei ĸi interacŞiune cu fosfolipidele membranare. Laptele 

degresat este capabil de a preveni leziunile celulare prin formarea unui strat protector ´n jurul 

membranelor. Ċn CNMN pentru liofilizarea streptomicetelor se utilizeazŁ medii de protecŞie ´n 

baza laptelui degresat sau gelatinei ́n ´mbinare cu zaharoza sau glucoza. 

Rehidratarea microorganismelor de asemenea reprezintŁ o etapŁ importantŁ ´n procesul 

liofilizŁrii ĸi serveĸte pentru revitalizarea celulelor. Pentru rehidratare sunt utilizate apa distilatŁ 

sau diverse soluŞii izotonice ale sŁrurilor minerale. Uneori combinarea mediului protector cu cel 

de rehidratare rezultŁ ´n majorarea semnificativŁ a viabilitŁŞii microorganismelor.  



 

 

51 

Pentru pŁstrarea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ´n stare liofilizatŁ, ´n urma 

unui screening al mediilor uzuale, a fost selectat mediul protector de bazŁ cu urmŁtoarea 

componenŞŁ: H2O distilatŁ ï 100 ml, gelatinŁ ï 2,5 g, glucozŁ ï 7,5 g. Mediul este sterilizat timp 

de 20 min., la presiunea 0,5 atm. 

Extractele vegetale 

Ċn studiu au fost utilizate extracte glicozidice vegetale, obŞinute ´n Laboratorul 

Bioreglatori Naturali al Institutului de GeneticŁ, Fiziologie Ἠi ProtecἪie a Plantelor (dr. ´n chim., 

cerc. Ἠt. coord. MaἨcenco Natalia).  

Glicozidele iridoidice au fost extrase din planta Linaria genistifolia L. Mill (partea 

aerianŁ), prin fierbere ´n soluἪie hidrometanolicŁ [83]. 

 

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

glicozidelor iridoidice  

 

Flavonoidele au fost extrase din partea aerianŁ a plantei Verbascum phlomoides L., prin 

fierbere ´n soluἪie hidrometanolicŁ [6]. 

 

Fig. 2.4. Verbascum phlomoides L.: a ï aspect extern al plantei, b ï structura chimicŁ a 

glicozidelor iridoidice  
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Extractele cianobacteriene 

Ċn studiu au fost utilizate preparatele BioR (complex de aminoacizi Ἠi peptide) Ἠi PSSZn 

(complex de polizaharide sulfatate cu zinc), obἪinute ´n Laboratorul Ficobiotehnologie al 

Institutului de Microbiologie Ἠi Biotehnologie sub conducerea academicianului Rudic Valeriu. 

Preparatele au fost obἪinute prin procedee biotehnologice de extragere, fracŞionare ĸi purificare a 

principiilor bioactive din biomasa tulpinii cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-02, 

depozitatŁ ´n ColecŞia NaἪionalŁ de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie 

ĸi Biotehnologie. Extractele conŞin, ´n raport cu tehnicile de procesare a biomasei, aminoacizi 

liberi ĸi legaŞi (oligopeptide ĸi proteine), produĸi intermediari ai metabolismului glucidic ĸi 

lipidic, macro- ĸi microelemente esenŞiale [122-124].  

 

Fig. 2.5. Cianobacteria Spirulina platensis CNM-CB-02: a - aspect microscopic  

(MO, x 400); b - cultivare ´n condiŞii de laborator 

 

2.3. Metodele de cercetare 

Pentru realizarea cercetŁrilor au fost utilizate metode de determinare cantitativŁ a 

germenilor viabili ĸi a biomasei de streptomicete, de studiu al proprietŁἪilor morfo-culturale ale 

tulpinilor de streptomicete, de separare, analizŁ cantitativŁ ĸi calitativŁ a lipidelor, de liofilizare a 

biomasei de streptomicete, de analizŁ statisticŁ a rezultatelor obŞinute.  

Metoda calculului logaritmic al viabilitŁѿii culturii  studiate 

Determinarea ´ncŁrcŁturii de germeni viabili prin ´nsŁm©nŞarea pe medii de culturŁ solide, 

conform metodei Koch, se bazeazŁ pe faptul, cŁ fiecare celulŁ viabilŁ determinŁ formarea unei 

colonii atunci, c©nd suspensia din materialul de analizat este etalatŁ pe suprafaŞa unui mediu 

solid specific. Celulele, care determinŁ formarea de colonii, se numesc unitŁŞi formatoare de 

colonii (UFC) ĸi numŁrul lor este aproximativ egal cu numŁrul de celule microbiene din probŁ.  

Determinarea viabilitŁἪii conform acestei metode cuprinde 3 etape:  
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1. Prepararea diluἪiilor succesive: pentru micἨorarea densitŁἪii celulelor de 

microorganisme se pregŁtesc diluἪii succesive conform schemei din Fig. 2.6. NumŁrul diluἪiilor 

depinde de densitatea celulelor utilizate ´n suspensie. 

 

Fig. 2.6. Prepararea diluŞiilor succesive pentru ´nsŁm©nŞarea pe medii de culturŁ solide 

 

2. ĊnsŁm©nἪarea suspensiei pe mediu agarizat: ´n cutii Petri sterile se toarnŁ mediu 

nutritiv agarizat ĸi se termostatateazŁ timp de 2 ï 3 zile pentru ´nlŁturarea umiditŁἪii excesive. 

ĊnsŁm©nἪarea ´n cazul tulpinilor din genul Streptomyces se efectueazŁ pe suprafaἪa mediului 

agarizat: 1,0 ml suspensie se repartizeazŁ cu ajutorul spatulei pe ´ntreaga suprafaἪŁ a mediului 

agarizat. ĊnsŁm©nἪarea se efectueazŁ din ultimele 3 diluἪii, ´n 2 ï 4 repetŁri. DupŁ ´nsŁm©nἪare 

cutiile Petri sunt plasate ´n termostat la tÜ=28ÜC. 

3. Calculul numŁrului coloniilor formate ĸi a viabilitŁŞii tulpinii. Calculul numŁrului de 

colonii ale tulpinilor din genul Streptomyces se realizeazŁ dupŁ 7 ï 14 zile de termostatare (́n 

dependenἪŁ de viteza de creἨtere a tulpinii studiate).  

V NumŁrul de celule ´n 1 ml de suspensie se calculeazŁ dupŁ formula:  

M = a Ā10
n 
/ V,                                                                                                                  (2.1) 

unde: M ï nr. de celule ´n 1 ml de suspensie; a ï numŁrul mediu de colonii; V ï volumul 

de suspensie luat pentru ´nsŁm©nἪare, ml; 10
n 
ï coeficientul de diluare [241]. 

V Viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 se calculeazŁ conform formulei: 

% Viabilitatea = (logDL / log PL) Ĭ 100,                                                                      (2.2) 

unde: Viabilitatea ï rata viabilitŁἪii este raportul dintre logaritmul numŁrului de celule 

viabile DL (dupŁ liofilizare) Ἠi numŁrul de celule viabile PL (p©nŁ la liofilizare) ´nmulἪit cu 

100% [89]. 
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Metoda de determinare cantitativŁ a biomasei de streptomicete 

Analiza cantitativŁ a biomasei de streptomicete a fost realizatŁ prin metoda gravimetricŁ, 

ce presupune urmŁtoarele etape: 

¶ separarea biomasei de lichidul cultural prin centrifugare la 5000 rot./min., timp de 20 

min.;  

¶ spŁlarea biomasei cu apŁ distilatŁ Ἠi centrifugarea repetatŁ;  

¶ uscarea biomasei la temperatura +100ÜC p©nŁ la obἪinerea unei mase constante; 

¶ c©ntŁrirea la balanἪa analiticŁ [78]. 

Studiul proprietŁѿilor morfo-culturale ale tulpinilor de streptomicete 

Caracterele morfo-culturale ale tulpinilor de microorganisme se determinŁ prin 

examinarea coloniilor de pe suprafaἪa mediilor agarizate ´n cutii Petri. Acestea prezintŁ o mare 

diversitate, uneori cu particularitŁἪi semnificative pentru identificarea unor genuri sau specii de 

bacterii. De obicei, examinarea coloniilor se face la culturi tinere, de 18 ï 24 ore, ´nsŁ Şin©nd 

cont de particularitŁŞile de dezvoltare ale speciilor din genul Streptomyces, coloniile pot fi 

studiate peste o perioadŁ de minimum 7 ï 10 zile. 

Studiul se efectueazŁ conform urmŁtoarelor caractere ale coloniilor: 

MŁrimea se apreciazŁ pentru coloniile bine dispersate, deoarece la o densitate mare, 

acestea se reduc ´n dimensiuni. 

Clasificarea coloniilor dupŁ mŁrime: 

- colonii mari cu diametrul de 4 ï 6 mm; 

- colonii mijlocii cu diametrul de 1 ï 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 urmŁtoarele tipuri: punctiformŁ; circularŁ; lenticularŁ; 

neregulatŁ; filamentoasŁ; filiformŁ; rizoidŁ; dendricŁ. 

Relieful (profilul) coloniilor poate fi: plat; convex; bombat; ombilicat; acuminat; 

crateriform, papilat [55]. 

Marginea coloniilor poate avea urmŁtoarele tipuri: netedŁ; ondulatŁ; lobatŁ; zimἪatŁ; 

ciliatŁ; filamentoasŁ, ondulat invazivŁ. 

Culoarea coloniilor a fost descrisŁ dupŁ scara de culori adoptatŁ de BondarἪev. Analiza a 

fost efectuatŁ Şin©nd cont at©t de culoarea pigmentului nedifuzibil, care inflenἪeazŁ culoarea 

coloniei, c©t ĸi a celui difuzibil, cu proprietatea de a colora mediul agarizat [55, 176, 234, 235].  
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Extragerea ĸi determinarea cantitativŁ a lipidelor din biomasŁ 

Lipidele din biomasa tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 au fost extrase dupŁ metoda 

Folch, modificatŁ ĸi descrisŁ ´n [26].  

Metoda presupune urmŁtoarele etape: 

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

¶ prelucrarea biomasei cu cloroform curat, astfel ca raportul final de cloroform : etanol 

devine (2:1), agitarea timp de 15 min.; 

¶ separarea prin h©rtie de filtru a biomasei de soluἪia cloroform : etanol cu conἪinut de 

lipide;  

¶ separarea cloroformului de alcool ´n p©lnia de separare, prin adŁugarea apei (5 repetŁri); 

¶ uscarea de apŁ a cloroformului cu lipide prin filtrarea acesteia prin Na2SO4 dehidratat; 

¶ evaporarea cloroformului la rotor-evaporator, dupŁ care lipidele pot fi c©ntŁrite ĸi 

folosite ´n scopurile necesare. 

Identificarea fracŞiilor lipidice 

CompoziἪia calitativŁ ĸi cantitativŁ a fracŞiilor lipidelor sintetizate a fost determinatŁ prin 

metoda cromatografiei ´n strat subŞire.  

- se realizeazŁ pe plŁci de silufol 100x150 mm Sorbfil (Krasnodar, FederaἪia RusŁ); 

- cu ajutorul capilarului pe linia de start se aplicŁ picŁturi ´n concentraἪii (proporἪii) 

egale a probelor de lipide de streptomicete dizolvate ´n cloroform cu ulterioara evaporare a 

cloroformului; 

- ń camera cromatograficŁ se toarnŁ faza mobilŁ: sistemul hexan ï eter dietilic ï acid 

acetic glacial (73:25:5); 

- placa cromatograficŁ cu probele aplicate este plasatŁ ´n camera cromatograficŁ cu 

nivelul solventului mai jos de linia de start; 

- dupŁ trecerea fazei mobile prin placa cromatograficŁ p©nŁ la linia de front (10 mm 

p©nŁ la margine), placa se extrage din camera cromatograficŁ Ἠi se usucŁ; 

- pentru vizualizarea urmelor lŁsate de fracἪiile lipidice, placa este stropitŁ cu ajutorul 

pulverizatorului cu o soluἪie de 10,0% de acid fosforomolibdenic dizolvat ´n etanol Ἠi uscatŁ ´n 

dulapul de uscare la temperatura 70-75ÜC;  

- pentru determinarea cantitativŁ, se mŁsoarŁ densitatea opticŁ a urmelor fracŞiilor 

lipidice la densimetrul ɼʆ-1M, predestinat mŁsurŁrii densitŁŞilor optice ´n lumina reflectatŁ a 

plŁcilor alb-negre ĸi colorate ´n diapazonul de 0,0-2,5 B (bel), recalculat pentru exprimare ´n % 

[26].  
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Liofilizarea ĸi reactivarea streptomicetelor 

Procesul cuprinde 3 etape, conform schemei prezentate ´n Figura 2.7. 

tǊŜƎŇǘƛǊŜŀ 
culturii pentru 

liofilizare

hōǚƛƴŜǊŜŀ ŎƻƭƻƴƛƛƭƻǊ  
pe mediul agarizat 
Czapek, 28ϲC,          
timp de 7 zile

/ǳƭǘƛǾŀǊŜŀ ƞƴ 
eprubete pe mediu 
ǎƻƭƛŘ ƞƴŎƭƛƴŀǘΣ н8ϲC, 

timp de 7 zile

Liofilizarea 
culturii

¢ǊŜŎŜǊŜŀ ŎǳƭǘǳǊƛƛ ƞƴ 
ƳŜŘƛǳƭ ŘŜ ǇǊƻǘŜŎǚƛŜΣ
ǊŜǇŀǊǘƛȊŀǊŜŀ ƞƴ ŦƛƻƭŜ 

ŎŃǘŜ м Ƴƭ 

Congelarea la -50ϲC 
Liofilizarea 8 ore, 
presiunea 6-7 Pa,

temperatura : -94ϲC  

Reactivarea 
culturii

Fiola se deschide, se 
introduce mediul de 

regenerare,  se 
ǘŜǊƳƻǎǘŀǘŜŀȊŇ н ƻǊŜ

Diluǚƛƛ Ŏǳ ŀǇŇ 
ŘƛǎǘƛƭŀǘŇΣ 

ƞƴǎŇƳŃƴǚŀǊŜ ǇŜ 
mediu agarizat

1 ml

Mediul 
Czapek

Fig. 2.7. Etapele respectate ´n procesul de liofilizare Ἠi reactivare a tulpinilor de 

streptomicete 

 

1. PregŁtirea culturii pentru liofilizare presupune urmŁtoarele lucrŁri: 

- ĊnsŁm©nŞarea streptomicetelor pe mediul agarizat Czapek (termostatarea la 

temperatura de +28ÁC, timp de 7 zile); 

- DupŁ obŞinerea coloniilor izolate, acestea sunt ´nsŁm©nŞate ´n eprubete cu mediul 

agarizat Czapek ´nclinat (termostatarea la temperatura de +28ÁC, timp de 7 zile); 

- Ulterior, conŞinutul eprubetei se spalŁ ´n mediul protector, iar soluŞia obŞinutŁ, din 

retorta Erlenmeyer se repartizeazŁ ´n fiole a c©te 1 ml, care se ´nchid cu dop de cauciuc [166]. 

2. Liofilizarea 

- ConἪinutul fiolelor se congeleazŁ la -50ÁC; 

- Ulterior, fiolele sunt depuse ´n camera de vacuum a liofilizatorului Labconco 6 plus, 

liofilizarea are loc timp de 8 ore, la presiunea de 6-7 Pa ĸi temperatura de -94ÁC; 

- La sf©rἨitul procesului de liofilizare, fiolele sunt sigilate cu dopuri de metal [229]. 

3. Reactivarea culturii 

- Fiola se deschide ĸi treptat, picŁturŁ-cu-picŁturŁ se introduce mediul de regenerare 

(apŁ distilatŁ), viteza de regenerare trebuie sŁ fie ~o picŁturŁ/minut; 

- Fiolele cu culturile rehidratate sunt puse ´n termostat pentru incubare timp de 2 ore; 
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- DupŁ incubare conŞinutul fiolei este introdus ´n eprubetŁ cu apŁ distilatŁ, pentru 

efectuarea diluŞiilor ĸi ´nsŁm©nἪarea ´n cutii Petri pe mediul agarizat Czapek [225, 241].  

Analiza statisticŁ a datelor 

Rezultatele experimentale au fost supuse analizei statistice uzuale cu aplicarea 

instrumentelor statisticii descriptive (calculul mediilor aritmetice, abaterilor standart, 

coeficientului de variaŞie) ĸi statisticii inferenŞiale (testele de valabilitate ĸi testele de 

semnificaŞie). Calculul indicatorilor statistici a fost efectuat utiliz©nd posibilitŁŞile programului 

MS Excel 2010.  

 

2.4. Concluzii la capitolul 2 

1. Ċn calitate de obiect de studiu ´n aceastŁ lucrare a fost utilizatŁ tulpina de colecŞie 

Streptomyces canosus CNMN-Ac-02, depozitatŁ ´n ColecŞia NaŞionalŁ de Microorganisme 

Nepatogene, ´n calitate de producŁtor valoros de metaboliŞi secundari cu posibilitate de aplicare 

´n zootehnie ĸi fitotehnie. 

2. Pentru stimularea productivitŁŞii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02, precum ĸi pentru 

optimizarea procesului de pŁstrare a ei, au fost utilizate: 1) principii bioactive de origine 

cianobacterianŁ BioR Ἠi PSSZn, obŞinute din Spirulina platensis CNM-CB-02; 2) glicozide de 

origine vegetalŁ, extrase din plantele Linaria genistifolia L. Mill ĸi Verbascum phlomoides L. 

3. Metodele microbiologice ĸi biochimice de evaluare a parametrilor productivi ai 

tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 ´n prezenŞa principiilor bioactive de origine vegetalŁ ĸi 

cianobacterianŁ sunt orientate spre obŞinerea de noi date referitor la metabolismul 

streptomicetelor sub influenŞa stimulatorilor.   

4. Metodele clasice de studiu al proprietŁἪilor morfo-culturale ale tulpinii sunt aplicate 

pentru argumentarea oportunitŁŞii utilizŁrii principiilor de origine cianobacterianŁ Ἠi vegetalŁ ´n 

procesul de liofilizare ĸi reactivare a tulpinilor de streptomicete, pŁstrate ´n ColecŞiile de 

Microorganisme. 
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3. INFLUENἩA PREPARATELOR DE ORIGINE CIANOBACTERIANŀ ἧI 

VEGETALŀ ASUPRA VIABILITŀἩII TULPINII Streptomyces canosus 

CNMN-Ac-02 ĊN PROCESUL LIOFILIZŀRII 

 

Interesul ĸi motivarea pentru studiul actinobacteriilor din genul Streptomyces sunt 

determinate de rŁsp©ndirea lor largŁ, toleranŞa la diferite condiŞii de mediu ĸi rolul acestor 

microorganisme ´n producerea metaboliŞolor secundari valoroĸi. Ċn acest context este importantŁ 

evidenŞierea noilor cŁi de stimulare a creĸterii ĸi activitŁŞii biosintetice a tulpinilor de 

streptomicete cu potenŞial biotehnologic important, dar mai ales a pŁstrŁrii acestor parametri pe 

durata conservŁrii lor ´n colecἪiile de microorganisme [38]. 

Alegerea metodelor adecvate de conservare a fiecŁrui grup de microorganisme este una 

dintre principalele sarcini ale ColecἪiilor de Microorganisme. Liofilizarea Ἠi crioconservarea sunt 

´n prezent metodele cele mai des utilizate de cŁtre centrele de resurse microbiene pentru 

pŁstrarea pe termen lung a microorganismelor [87, 199, 209].  

Liofilizarea, metoda cea mai utilizatŁ pentru conservarea tulpinilor de streptomicete, Ἠi-a 

demonstrat eficacitatea ´n numeroase cercetŁri. ĊnsŁ, de r©nd cu avantajele ce le oferŁ aceastŁ 

metoda de pŁstrare, procesul de congelare Ἠi deshidratare rŁm©n a fi un factor stresant pentru 

celulele vii. ReacἪia de rŁspuns a microorganismelor la factorii de stres presupune o serie de 

procese celuare distructive: creἨterea permeabilitŁἪii membranei citoplasmatice pentru compuἨii 

cu greutate molecularŁ micŁ, eliminarea proteinelor din celulŁ, lezarea ribozomilor, distrugerea 

acizilor nucleici, inhibarea proceselor catabolice, inactivarea enzimelor, acumularea formelor 

active de oxigen Ἠi a produselor oxidŁrii lipidelor, pierderea proprietŁἪii de a creἨte Ἠi forma 

colonii pe medii agarizate, micἨorarea vitezei de creἨtere Ἠi reducerea activitŁἪii vitale [245].  

Primul criteriu utilizat de cŁtre microbiologi pentru determinarea stŁrii fiziologice a 

culturii supuse stresului este viabilitatea celulelor. Potrivit experἪilor din domeniu, viabilitatea 

redusŁ a microorganismelor ´n timpul depozitŁrii poate fi cauzatŁ de formarea radicalilor liberi. 

Unii autori considerŁ, cŁ apariἪia lor este determinatŁ at©t de schimbarea raportului dintre 

diferitele forme de apŁ din celulŁ, c©t Ἠi prin distrugerea lanἪurilor de polipeptide. AlἪi autori 

explicŁ acest proces prin efectul nociv al reacἪiilor de oxidare. Astfel, at©t radicalii liberi, c©t Ἠi 

produsele de oxidare ale lipidelor, prin interacἪiunea cu componentele celulare, duc la leziuni, 

provoc©nd moartea celulelor [20, 64, 87, 100, 101].   

Microorganismele dezvoltŁ diverse sisteme de adaptare, inclusiv sinteza produselor de 

autoreglare extracelulare, responsabile de declanἨarea rŁspunsului organismului la factorii de 
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stres [243]. Microorganismele solului, inclusiv streptomicetele, dezvoltŁ sisteme senzoriale 

complicate pentru detectarea factorilor de mediu Ἠi iniἪierea mecansmelor de rŁspuns adecvate 

[149]. 

Ἡin©nd cont de specificul fiecŁrui grup de microorganisme Ἠi reacἪiile de rŁspuns ce le 

dezvoltŁ la acἪiunea diverἨilor factori, ´n procesul liofilizŁrii culturii este necesarŁ utilizarea 

mediilor de protecἪie corespunzŁtoare pentru a evita distrugerea celulei. DeἨi, nu existŁ o formulŁ 

de aur pentru mediile de liofilizare, este Ἠtiut faptul, cŁ includerea ´n componenἪa lor a unor 

componente adiἪionale minuἪios selecate (sŁruri minerale, proteine, polizaharide, antioxidanἪi 

etc.) poate ameliora starea celulelor supuse congelŁrii ĸi dehidratŁrii. Alegerea agenἪilor de 

lioprotecἪie are un impact colosal asupra supravieἪuirii culturilor sensibile de microorganisme ´n 

procesul liofilizŁrii Ἠi asigurŁrii viabilitŁἪii Ἠi stabilitŁἪii lor genetice.  

O particularitate importantŁ a streptomicetelor este strategia lor de supravieἪuire ´n 

condiἪii de stres fiziologic prin capacitatea de a produce spori. Exosporii hidrofobi ai 

streptomicetelor au nu numai funcἪia de pŁstrare a materialului genetic ´n anumite condiἪii 

nefavorabile, ci sunt adaptaἪi Ἠi realizeazŁ procesul de dispersare ´n mediu.  

LatenἪa microorganismelor este consideratŁ crucialŁ ´n studiul mai multor aspecte din 

cadrul ἨtiinἪelor biologice, cum ar fi: apariἪia formelor vii, determinarea criteriilor de materie vie, 

mutageneza adaptivŁ, heterogenitatea populaἪiei, care la r©ndul sŁu are o importanἪŁ majorŁ 

pentru conservarea Ἠi pŁstrarea microorganismelor. Ċn faza de latenἪŁ, o importanἪŁ majorŁ o are 

echipamentul biochimic al sporilor Ἠi, ´n particular, compoziἪia peretelui celular. Astfel, ´n 

peretele celular au fost identificate substanἪe care protejeazŁ sporul de diverἨi factori nefavorabili 

ai mediului: aminopolizaharide, glucani, proteine, lipide, etc. [146, 264].  

Ċn acelaἨi timp, majoritatea macromoleculelor necesare pentru activitatea celularŁ sunt 

pre-sintetizate ´nainte de starea de dormanἪŁ a sporilor. Ċn lipsa apei, aceste molecule se aflŁ ´n 

stare inactivŁ, ´nsŁ stabilizarea Ἠi protejarea lor este asiguratŁ de trehalozŁ ï o dizaharidŁ 

nereducŁtoare, capabilŁ sŁ substituie apa ´n condiἪii de desecare. Acest compus cu rol 

multiprotector se gŁseἨte ´n abundenἪŁ ´n sporii streptomicetelor, asigur©nd supravieἪuirea lor ´n 

condiἪii de congelare, deshidratare, radiaἪie, stres oxidativ. Ċn acelaἨi timp, hidroliza trehalozei 

reprezintŁ o etapŁ importantŁ ´n procesul de germinare a sporilor, asigur©nd substratul energetic 

intern pentru reacἪiile iniἪiale de restabilire a proceselor metabolice [5, 18, 65]. 

Tehnicile analitice moderne au permis detectarea compuἨilor celulari autoregulatori, cu 

rol major ´n inhibarea sau stimularea germinŁrii sporilor streptomicetelor. Ċn calitate de inhibitori 

ai germinŁrii sporilor au fost identificaἪi germicidina A ï un autoregulator interspecific Ἠi 

calconele ï molecule de semnalizare importante ´n simbioza streptomicetelor cu plantele. A fost 
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demonstrat, cŁ unele antibiotice ale streptomicetelor (streptomicina, actinorodina, neomicina) 

sunt produse ́ n procesul de sporulare Ἠi eliminate ´n exterior ´n timpul germinŁrii sporilor pentru 

a proteja sporul p©nŁ la reactivarea proceselor metabolice interne [4]. Germinarea sporilor este 

´nsoἪitŁ Ἠi de sporirea cantitŁἪii giberelinelor, conform cercetŁrilor raportate de specialiἨtii din 

domeniu [264]. 

Ċn practica microbiologicŁ este recomandatŁ utilizarea stimulatorilor pentru germinarea 

sporilor: aminoacizi, monozaharide, adenozin monofosfat ciclic, etc. TendinŞele actuale de 

valorificare a resurselor naturale ´n toate ramurile activitŁŞii umane ´nainteazŁ pe primul plan 

cercetŁrile legate de utilizarea stimulatorilor de origine naturalŁ ´n procesele biotehnologice. Un 

rol important ´n acest sens le revine preparatelor obŞinute ´n baza organismelor autotrofe, cum 

sunt de exemplu cianobacteriile sau plantele superioare. 

Ċn figura 3.1. este prezentatŁ schema experienἪelor realizate la acest capitol, ´n vederea 

evidenἪierii acἪiunii unor astfel de preparate asupra viabilitŁἪii tulpinii Streptomyces canosus 

CNMN-Ac-02 la utilizarea lor ´n componenἪa mediilor de liofilizare Ἠi reactivare a culturii 

liofilizate. 

 

Fig. 3.1. Schema de realizare a experienἪelor ´n vederea evidenἪierii acἪiunii preparatelor 

de origine cianobacterianŁ Ἠi vegetalŁ asupra viabilitŁἪii tulpinii Streptomyces canosus 

CNMN-Ac-02 la liofilizare 
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3.1. AcἪiunea preparatelor de origine cianobacterianŁ asupra viabilitŁἪii culturii 

Streptomyces canosus CNMN-Ac-02, la utilizarea lor ´n componenἪa mediilor de liofilizare 

Ἠi reactivare a tulpinii 

Majoritatea microorganismelor vii posedŁ un mecanism bine dezvoltat de rŁspuns la 

stresul osmotic, produc©nd protectanŞi care ajutŁ citoplasma sŁ menŞinŁ presiunea osmoticŁ 

echivalentŁ cu cea a mediului extern. Astfel se cunoaĸte capacitatea algelor ĸi cianobacteriilor de 

a produce substanŞe de origine proteicŁ (acvaporine) capabile sŁ protejeze celulele proprii, 

precum ĸi microorganismele simbionte de acŞiunea temperaturilor joase. Ċn aceastŁ ordine de 

idei, un inters deosebit prezintŁ studiul influenŞei extractelor de origine cianobacterianŁ asupra 

viabilitŁŞii microorganismelor dupŁ liofilizare. Actualmente ´n cadrul Institutului de 

Microbiologie ĸi Biotehnologie sunt elaborate ĸi studiate pe larg o serie de extracte de origine 

cianobacterianŁ cu activitate biologicŁ ´naltŁ. Printre acestea se evidenŞiazŁ extractul de 

aminoacizi ĸi oligopolipeptide din Spirulina platensis CNM-CB-02, utilizat ´n calitate de 

substanŞŁ activŁ a preparatului medical BioR, care posedŁ acŞiune antioxidantŁ, de stabilizare a 

membranelor celulare ĸi de stimulare a regenerŁrii Şesuturilor [14]. 

Pornind de la premiza, cŁ preparatele obἪinute din Spirulina platensis au demonstrat 

acἪiune antioxidantŁ, antiradicalicŁ, stabilizatoare Ἠi de regenerare a membranelor celulare, ne-

am propus scopul de a evalua potenἪialul lioprotector al acestor extracte. Ċn continuare sunt 

prezentate rezultatele testŁrii a douŁ preparate obŞinute din biomasa cianobacteriei Spirulina 

platensis: preparatele PSSZn (un complex de polizaharide sulfatate) ĸi BioR (complex de 

aminoacizi Ἠi oligopeptide), ´n calitate de agenŞi lioprotectori ´n componenἪa mediului de 

liofilizare, precum Ἠi ´n calitate de soluἪie de rehidratare a culturii dupŁ liofilizare Ἠi pŁstrare. 

Ċn figura 3.2. sunt prezentate rezultatele cercetŁrilor cu privire la influenἪa principiilor de 

origine cianobacterianŁ BioR Ἠi PSSZn asupra viabilitŁἪii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02, ´n 

calitate de supliment la mediul de liofilizare gelatinŁ + glucozŁ (Gel+Gl). Rehidratarea culturii 

liofilizate ´n acest caz s-a efectuat cu apŁ distilatŁ [41]. 

Astfel, ´n urma suplimentŁrii mediului lioprotector cu BioR ́ n concentraἪia de 0,1 ï 

10,0%, ´n toate probele experimentale a fost ´nregistratŁ o creἨtere a viabilitŁἪii ´n comparaἪie cu 

proba martor, dar Ἠi o viabilitate mai mare faἪŁ de cultura ´nainte de liofilizare. Sporirea 

viabilitŁἪii dupŁ liofilizare a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 se explicŁ prin faptul, cŁ compuἨii 

de origine cianobacterianŁ, ´n calitate de activatori de creἨtere, contribuie la germinarea sporilor, 

care ´n condiἪii de cultivare standart nu germineazŁ [14, 17, 199, 255-264]. 
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Fig. 3.2. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ´n urma liofilizŁrii, cu 

utilizarea mediului lioprotector Gel+Gl suplimentat cu principii de origine cianobacterianŁ 

Ἠi rehidratŁrii cu apŁ distilatŁ 

 

Ċn continuare, extractele din cianobacterii, de r©nd cu rolul lor de lioprotectori ´n 

componenἪa mediilor de liofilizare, au fost testaἪi Ἠi ´n calitate de soluἪii de rehidratare a 

culturilor liofilizate. SoluἪiile utilizate pentru rehidratare reprezintŁ extractele cianobacteriene 

utilizate la liofilizare ´ntr-o concentraἪie de 10 ori mai micŁ. 

Ċn figura 3.3. sunt prezentate rezultatele cu referire la viabilitatea tulpinii S. canosus 

CNMN-Ac-02 ´n urma liofilizŁrii cu utilizarea mediului lioprotector Gel+Gl suplimentat cu 

principii de origine cianobacterianŁ BioR Ἠi PSSZn, rehidratat cu soluἪii ale extractelor utilizate. 

 
Fig. 3.3. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 sub influenἪa extractelor 

de origine cianobacterianŁ, utilizate ´n componenἪa mediilor de liofilizare Ἠi rehidratare  
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Astfel, ´n urma liofilizŁrii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 cu utilizarea Gel+Gl, 

suplimentat cu (0,1 ï 10,0%) BioR Ἠi rehidratat cu soluἪii de BioR 0,1 ï 1,0%, viabilitatea a 

sporit cu 16,7Ñ1,40 ï 23,22Ñ0,53%. DiferenŞele sunt ´nregistrate ´n dependenŞŁ de concentraŞia 

preparatului BioR aplicat la mediul de protecŞie. Ċn cazul probei de 0,1% BioR, viabilitatea dupŁ 

rehidratare cu apŁ distilatŁ constituia 105,61Ñ0,66%, iar ´n urma rehidratŁrii cu soluἪie de BioR 

0,01% ï acest parametru a atins valoarea de 110,46Ñ0,53%. Ċn cazul probei cu 1,0% BioR 

rehidratatŁ cu apŁ distilatŁ viabilitatea constituia 106,17Ñ0,48%, pe c©nd la rehidratarea aceleiaĸi 

probe cu BioR 0,1% a fost obἪinut un efect invers ï o viabilitate ´n descreĸtere de 103,94Ñ1,40%. 

AceeaἨi situaἪie a fost constatatŁ Ἠi ´n cazul probei liofilizate ´n mediul protector cu 10,0% BioR: 

o viabilitate de 110,45Ñ1,15% a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 la rehidratare cu apŁ distilatŁ 

faŞŁ de 104,99Ñ0,62% viabilitate la rehidratare cu soluŞie BioR 1,0%. 

Rezultate similare au fost ´nregistrate Ἠi la utilizarea preparatului PSSZn ´n calitate de 

supliment la mediul lioprotector Gel+Gl ´n concentraἪiile de 1,0 ï 10,0% Ἠi rehidratat cu soluἪii 

de PSSZn ´n concentraἪii 0,1 ï 1,0%. Astfel, pentru cultura liofilizatŁ ´n mediul protector 

suplimentat cu 1,0% PSSZn Ἠi rehidratatŁ cu soluἪie de PSSZn 0,1%, viabilitatea constituia 

104,06Ñ2,58%, pe c©nd pentru aceeaἨi probŁ rehidratatŁ cu apŁ distilatŁ s-a ´nregistrat o 

viabilitate de 109,61Ñ1,04%. La suplimentarea mediului lioprotector cu 5,0% PSSZn Ἠi 

rehidratarea culturii liofilizate cu 0,5% PSSZn, viabilitatea ei a crescut neesenἪial faἪŁ de proba 

precedentŁ, constituind 104,69Ñ0,98%. Rezultatul a fost mai bun ´n urma rehidratŁrii probei cu 

apŁ distilatŁ, proces ce asigurŁ o viabilitate a culturii de 109,9Ñ1,55%. Viabilitatea culturii 

liofilizate ´n mediul cu 10,0% PSSZn creἨte p©nŁ la 106,38Ñ1,52% ´n urma rehidratŁrii cu PSSZn 

1,0%. ĊnsŁ Ἠi ´n acest caz viabilitatea culturii este mai micŁ comparativ cu proba rehidratatŁ cu 

apŁ distilatŁ ï 110,36Ñ1,48%.  

Deĸi preparatele naturale nu au avut un efect stimulator ´n calitate de rehidratant, 

viabilitatea culturii liofilizate ´n prezenἪa lor rŁm©ne totuἨi cu 19,14Ñ0,53 ï 23,22Ñ1,52% mai 

´naltŁ faἪŁ de proba martor, rehidratatŁ cu apŁ distilatŁ.  

Ċn cercetŁrile ulterioare ne-am propus drept scop stabilirea concentraŞiei minime a 

extractelor cianobacteriene ´n soluŞia de rehidratare pentru care se pŁstreazŁ cea mai ńaltŁ 

viabilitate a culturii (din experimentul precedent).  

Ċn figura 3.4. sunt prezentate datele cu privire la stabilirea limitelor efectului pozitiv al 

soluἪiilor preparatelor de origine cianobacterianŁ la rehidratarea probelor liofilizate. Ċn urma 

rehidratŁrii cu soluἪia de BioR 0,001% a probei liofilizate ´n mediul protector suplimentat cu 

0,1% BioR, viabilitatea culturii constituia 105,98Ñ0,47%, mai puἪin dec©t aceeaἨi probŁ 

rehidratatŁ cu BioR 0,01% (cu viabilitatea de 110,46Ñ0,53%). 
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Valoarea maximalŁ a viabilitŁἪii tulpinii studiate prin suplimentarea mediului lioprotector 

Ἠi a celui rehidratat cu BioR, s-a ´nregistrat ´n cazul variantei 0,1% BioR (mediul protector) + 

0,01% BioR (soluἪie de rehidratare), constituind 110,46Ñ0,53% (cu 23,22Ñ1,52 % mai mult 

comparativ cu viabilitatea probei martor). 

Analiz©nd viabilitatea ´n urma liofilizŁrii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 cu utilizarea 

´n calitate de supliment pentru mediul lioprotector a preparatului PSSZn, iar ´n calitate de 

rehidratant ï a soluἪiei de PSSZn, s-a stabilit cŁ ea creἨte la utilizarea variantei de 10,0% PSSZn 

(mediul protector) + 5,0% PSSZn (soluἪie de rehidratare), constituind 110,56Ñ0,51%, comparativ 

cu varianta 10,0% PSSZn (mediu protector) + 5,0% PSSZn (soluἪie de rehidratare), care asigura o 

viabilitate a tulpinii de 106,38Ñ1,52%. 

 
Fig. 3.4. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02, la utilizarea 

concentraἪiilor optime ale preparatelor de origine cianobacterianŁ ´n componenἪa mediului 

de liofilizare Ἠi a soluἪiei de rehidratare a culturii liofilizate  

 

DacŁ ´n cazul utilizŁrii preparatului BioR au fost determinate concentraἪiile optime pentru 

atingerea valorii maximale a viabilitŁἪii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02, aceasta fiind de 0,1% 

BioR (mediu protector) + BioR 0,01% (soluἪie de rehidratare), atunci la utilizarea preparatului 

PSSZn ´n calitate de lioprotector Ἠi rehidratant a fost ´nregistratŁ o creἨtere continuŁ.  

Pentru a gŁsi raportul optim al compoziἪiei mediului lioprotector Ἠi de rehidratare cu 

utilizarea preparatului PSSZn, a fost efectuatŁ o serie de experienἪe cu majorarea ponderii 

extractului PSSZn ´n componenἪa mediului lioprotector clasic Gel + Gl. Ċn calitate de medii de 

rehidratare au fost utilizate apa distilatŁ Ἠi soluἪie de PSSZn 5,0%, care a manifestat efect de 

sporire a viabilitŁἪii tulpinii studiate. 
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Astfel, ´n figura 3.5. sunt prezentate rezultatele experienŞelor ce au vizat viabilitatea 

tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 ´n urma utilizŁrii concentraἪiilor sporite de PSSZn (20,0%, 

30,0% Ἠi 50,0%) ´n componenἪa mediilor de protecἪie Ἠi rehidratarea culturii dupŁ liofilizare cu 

apŁ distilatŁ.  

Analiza rezultatelor obἪinute, permite sŁ afirmŁm, cŁ preparatul PSSZn ´n concentraἪii de 

20,0% Ἠi 50,0% nu au influenἪat radical viabilitatea tulpinii comparativ cu proba martor, valorile 

fiind mai mari cu cca. 6,0Ñ0,1 ï 9,0Ñ1,53%. SchimbŁri majore au fost observate ´n urma 

suplimentŁrii mediului lioprotector cu PSSZn ´n concentraἪie de 30,0%. Ċn rezultat s-a ´nregistrat 

o viabilitate de 128,29Ñ6,30%, cu cca. 30,0Ñ5,27% mai mult comparativ cu proba martor. 

Generaliz©nd datele din fig. 3.2. ï 3.5., este necesar de remarcat faptul, cŁ acest rezultat este cel 

mai ´nalt dintre toate probele experimentale rehidratate cu apŁ distilatŁ. 

 
Fig. 3.5. Viabilitatea tulpinii liofilizate de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ´n 

dependenἪŁ de concentraἪia extractului PSSZn ´n componenἪa mediului de protecἪie, la 

rehidratarea tulpinii cu apŁ distilatŁ 

 

La etapa urmŁtoare a cercetŁrilor a fost evaluatŁ acἪiunea mediului de rehidratare de 

PSSZn 5,0% pentru variantele experimentale de mai sus. Ċn figura 3.6. poate fi observatŁ 

viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 ´n urma utilizŁrii preparatului PSSZn ´n concentraἪii 

de 20,0%, 30,0% Ἠi 50,0% ´n componenἪa mediului lioprotector Ἠi rehidratŁrii culturii liofilizate 

cu soluἪie de PSSZn 5,0%. Ċn cazul probei martor mediul lioprotector a rŁmas Gel + Gl Ἠi proba a 

fost rehidratatŁ cu apŁ distilatŁ. 
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Compar©nd rezultatele prezentate ´n figura 3.5. cu cele din figura 3.6., constatŁm cŁ, 

diferenἪa dintre probele martor ´n aceste 2 experienἪe nu este semnificativŁ: 97,42Ñ0,91% vs 

96,64Ñ2,69%, indic©nd asupra veridicitŁἪii datelor experimentale.   

Viabilitatea S. canosus CNMN-Ac-02 ´n experienἪele cu utilizarea a 20,0% PSSZn (mediu 

protector) + PSSZn 5,0% (soluἪie de rehidratare) creἨte nesemnificativ comparativ cu proba 

martor, constituind ´n final 97,3Ñ1,19%. O uἨoarŁ creἨtere a viabilitŁἪii (105,47Ñ1,00%) este 

´nregistratŁ ´n varianta experimentalŁ 50,0% PSSZn (mediu protector) + PSSZn 5,0% (soluἪie de 

rehidratare), depŁἨind martorul cu cca. 10,0%. 

SchimbŁri importante au fost ´nregistrate ´n cazul suplimentŁrii mediului lioprotector cu 

30,0% PSSZn Ἠi rehidratŁrii culturii liofilizate cu PSSZn 5,0%. Ċn rezultat, viabilitatea tulpinii a 

atins 139,51Ñ1,23%, cu cca. 10,0% mai mult faἪŁ de aceeaἨi probŁ rehidratatŁ cu apŁ distilatŁ Ἠi 

cu cca. 30,0% mai mult comparativ cu proba martor. Compar©nd datele din fig. 3.4. Ἠi 3.5., 

observŁm cŁ, utilizarea preparatului PSSZn 5,0% pentru cultura liofilizatŁ contribuia la majorarea 

viabilitŁἪii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 ´n raport cu probele rehidratate cu apŁ distilatŁ. 

 
Fig. 3.6. Viabilitatea tulpinii liofilizate de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ´n 

dependenἪŁ de concentraἪia extractului PSSZn ´n componenἪa mediului de protecἪie, la 

rehidratarea tulpinii cu soluἪie 5,0% PSSZn 

 

Pe baza datelor de ansamblu prezentate ´n figurile 3.2. ï 3.6., putem afirma faptul cŁ, 

principiile de origine cianobacterianŁ BioR Ἠi PSSZn obἪinute din Spirulina platensis CNM-CB-

02 se deosebesc dupŁ modul ´n care influenἪeazŁ viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 

atunci, c©nd sunt utilizate ´n calitate de agenŞi lioprotectori sau de rehidratare a culturii de 

streptomicete liofilizate. Important de semnalat, ´nsŁ, este faptul cŁ aceste extracte naturale, ́n 
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majoritatea variantelor experimantale analizate, sporesc viabilitatea tulpinii dupŁ liofilizare 

comparativ cu proba martor. 

EficienἪa liofilizŁrii depinde de mai mulἪi factori, cum ar fi faza de dezvoltare a tulpinii 

supuse pŁstrŁrii, componenἪa mediului lioprotector Ἠi condiἪiilor de rehidratare, titrul iniἪial al 

culturii liofilizate, temperatura de congelare etc. Ċn Ἠirul acestor factori, un rol important DL are 

perioada de pŁstrare a tulpinii ´n stare liofilizatŁ, primul an fiind considerat unul critic pentru 

majoritatea culturilor de microorganisme [43].  

Ċn continuare sunt prezentate rezultatele evaluŁrii viabilitŁἪii tulpinii S. canosus CNMN-

Ac-02 dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ cu aplicarea preparatelor de origine 

cianobacterianŁ ´n componenἪa mediilor protectoare Ἠi de rehidratare. 

Ċn figura 3.6. poate fi urmŁritŁ viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 liofilizatŁ ´n 

prezenἪa extractelor de origine cianobacterianŁ BioR (0,1%, 1,0%, 10,0%) Ἠi PSSZn (1,0%, 5,0%, 

10,0%), reactivatŁ cu apŁ distilatŁ peste 1 an de pŁstrare ´n frigider la +4ÁC. 

Compar©nd datele prezentate ´n figura 3.7. cu cele din figura 3.2. (viabilitatea tulpinii S. 

canosus CNMN-Ac-02 imediat dupŁ liofilizare), constatŁm cŁ, ´n toate probele viabilitatea 

tulpinii a scŁzut. Mai pronunἪat acest fapt se observŁ la proba martor. DacŁ imediat dupŁ 

liofilizare, valoarea viabilitŁἪii constituia 89,36Ñ0,73%, atunci dupŁ 1 an de pŁstrare aceasta era 

de 79,06Ñ1,36%, deci viabilitatea tulpinii a scŁzut cu mai mult de 10,0%. O scŁdere mai puἪin 

pronunŞatŁ a viabilitŁŞii culturii se observŁ la probele liofilizate ´n mediul protector suplimentat 

cu BioR Ἠi PSSZn.  

 
Fig. 3.7. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupŁ un an de pŁstrare ´n 

stare liofilizatŁ ´n mediul lioprotector Gel+Gl suplimentat cu extracte de origine 

cianobacterianŁ, reactivatŁ cu apŁ distilatŁ  
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Astfel, dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ a variantelor experimentale ´n mediul 

protector suplimentat cu BioR, viabilitatea culturii a scŁzut cu cca. 3,0Ñ0,38 ï 7,0Ñ0,85% 

comparativ cu cea iniἪialŁ vs 10,0% ´n cazul probei martor.  

CercetŁrile au reliefat urmŁtoarea dinamicŁ a viabilitŁἪii culturii: 

- 0,1% BioR ï de la 105,61Ñ0,66% la 101,06Ñ3,42%;  

- 1,0% BioR ï de la 106,17Ñ0,48% la 99,7Ñ7,15%;   

- 10,0% BioR ï de la 110,45Ñ1,15% la 107,41Ñ2,28%.  

Un efect similar a fost ´nregistrat la pŁstrarea timp de 1 an a tulpinii S. canosus CNMN-

Ac-02 liofilizate ´n mediul protector suplimentat cu PSSZn, viabilitatea culturii ´n acest caz fiind 

redusŁ cu cca. 3,0Ñ0,22 ï 5,0Ñ0,46%. Ċn rezultatul reactivŁrii culturilor liofilizate a fost 

´nregistratŁ urmŁtoarea dinamicŁ a viabilitŁἪii:  

- 1,0% PSSZn ï de la 109,61Ñ1,04% la 105,53Ñ2,64%;  

- 5,0% PSSZn ï de la 109,9Ñ1,55% la 106,21Ñ3,02%;  

- 10,0% PSSZn ï de la 110,36Ñ1,48% la 107,2Ñ3,01%.  

Rezultatele obἪinute atestŁ o acἪiune pozitivŁ a extractelor studiate asupra ratei de 

supravieἪuire a tulpinii de streptomicete pŁstrate timp de 1 an ´n stare liofilzatŁ pe medii de 

protecἪie suplimentate cu preparate cianobacteriene.  

Ċn continuare, a fost apreciatŁ viabilitatea tulpinii ´n aceleaἨi condiἪii de pŁstrare, 

utiliz©nd soluἪiile de BioR Ἠi PSSZn pentru reactivarea culturii. 

Din datele prezentate ´n figura 3.8. se observŁ viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-

02 ´n urma pŁstrŁrii timp de 1 an sub formŁ liofilizatŁ, ´n prezenἪa principiilor de origine 

cianobacterianŁ Ἠi rehidratatŁ cu soluἪii de BioR Ἠi PSSZn. 

Pentru proba martor, variabilitatea dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ scade cu cca. 

11,0Ñ1,37% faἪŁ de valoarea iniἪialŁ. Ċn cazul culturii liofilizate ´n mediu protector cu BioR Ἠi 

rehidratate cu soluἪii de BioR, a fost ´nregistratŁ urmŁtoarea dinamicŁ a viabilitŁἪii:  

- 0,1% BioR (mediu protector) + BioR 0,01% (soluἪie de rehidratare) ï de la 

110,46Ñ0,53% la 108,55Ñ1,26%;  

- 1,0% BioR (mediu protector) + BioR 0,1% (soluἪie de rehidratare) ï de la 

103,94Ñ1,40% la 101,46Ñ1,83%;  

- 10,0% BioR (mediu protector) + BioR 1,0% (soluἪie de rehidratare) ï de la 

104,99Ñ0,62% la 102,21Ñ0,84%.  

Astfel, viabilitatea culturii peste 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ ´n mediu cu BioR a 

scŁzut cu cca. 2,0Ñ0,07% comparativ cu cea iniἪialŁ, mai puἪin comparativ cu proba martor. 
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Fig. 3.8. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupŁ 1 an de pŁstrare ´n 

stare liofilizatŁ ´n mediul lioprotector Gel+Gl suplimentat cu BioR Ἠi PSSZn, reactivatŁ cu 

soluἪii respective de extracte de origine cianobacterianŁ 

 

Ċn urma reactivŁrii culturii cu soluἪii de PSSZn, din stare liofilizatŁ ´n mediul lioprotector 

suplimentat cu PSSZn ´n diferite concentraἪii, a fost ́ nregistratŁ urmŁtoarea dinamicŁ a viabilitŁἪii 

dupŁ 1 an de pŁstrare:  

- 1,0% PSSZn (mediu protector) + PSSZn 0,1% (soluἪie de rehidratare) ï de la 

104,06Ñ2,58% la 99,31Ñ3,73%;  

- 5,0% PSSZn (mediu protector) + PSSZn 0,5% (soluἪie de rehidratare) ï de la 

104,69Ñ0,98% la 101,71Ñ0,64%;  

- 10,0% PSSZn (mediu protector) + PSSZn 1,0% (soluἪie de rehidratare) ï de la 

106,38Ñ1,52% la 102,78Ñ1,37%.  

Deci, peste 1 an de pŁstrare sub formŁ liofilizatŁ, viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-

Ac-02 scade cu cca. 4,0Ñ0,36-5,0Ñ0,51% ´n cazul utilizŁrii extractului PSSZn, de 2 ori mai puἪin 

dec©t la proba martor.   

Ċn continuare, a fost evaluatŁ viabilitatea culturii peste un an de pŁstrare sub formŁ 

liofilizatŁ ´n mediul lioprotector suplimentat cu PSSZn ´n concentraἪii majorate, probele 

experimentale fiind rehidratate cu apŁ distilatŁ. 

Din datele prezentate ´n figura 3.9., se observŁ o scŁdere cu cca. 8,0Ñ1,32% a viabilitŁŞii 

culturii din proba martor dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ. Pe c©nd, ´n probele liofilizate 

´n mediul lioprotector suplimentat cu PSSZn, a fost ´nregistratŁ urmŁtoarea ratŁ de scŁdere a 

viabilitŁŞii culturii:  
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- 20,0% PSSZn ï de la 102, 93Ñ0,1% la 99,58Ñ1,65%;  

- 30,0% PSSZn ï de la 128,29Ñ6,30% la 118,00Ñ5,65%;  

- 50,0% PSSZn ï de la 105,79Ñ1,53% la 102,98Ñ0,36%. 

 
Fig. 3.9. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupŁ 1 an de pŁstrare ´n 

stare liofilizatŁ ´n mediul lioprotector Gel+Gl suplimentat cu PSSZn ´n concentraŞii sporite, 

reactivatŁ cu apŁ distilatŁ 

 

Astfel, dacŁ ´n cazul suplimentŁrii mediului protector cu PSSZn ´n concentraἪie de 20,0% 

Ἠi 50,0%, viabilitatea culturii liofilizate dupŁ 1 an de pŁstrare scade cu cca. 2 ï 3%, atunci la 

suplimentarea mediului de protecŞie cu PSSZn ´n concentraŞie de 30,0%, viabilitatea scade cu cca. 

10%. Dar ĸi ´n aceste circumstanŞe, cea din urmŁ variantŁ ´nregistreazŁ cel mai ´nalt nivel al 

viabilitŁŞii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 la pŁstrare ´n stare liofilizatŁ timp de 1 an.  

Ċn continuare, pentru reactivarea culturii S. canosus CNMN-Ac-02 dupŁ 1 an de pŁstrare 

´n stare liofilizatŁ ´n mediul protector suplimentat cu PSSZn ´n concentraŞie de 20,0%, 30,0% Ἠi 

50,0%, a fost utilizatŁ soluἪia de PSSZn 5,0%. 

Din datele prezentate ´n figurile 3.6. ĸi 3.10., se observŁ cŁ viabilitatea culturii din proba 

martor scade cu cca. 6,0Ñ0,75% dupŁ 1 an de pŁstrare, iar ´n urma utilizŁrii concentraŞiilor 

corespunzŁtoare de PSSZn ´n calitate de supliment la mediul lioprotector Ἠi prin revitalizare cu 

soluἪie de PSSZn 5,0%, a fost observatŁ urmŁtoarea tendinŞŁ de scŁdere a viabilitŁŞii culturii: 

- 20,0% PSSZn ï de la 97,30Ñ1,19% la 95,34Ñ0,54%; 

- 30,0% PSSZn ï de la 139,51Ñ1,23% la 136,70Ñ1,94%; 

- 50,0% PSSZn ï de la 105,47Ñ1,00% la 99,49Ñ0,13%. 
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Astfel, ´n cazul rehidratŁrii cu soluἪie de PSSZn 5,0% a probelor liofilizate ́ n medii 

lioprotectoare suplimentate cu PSSZn ´n concentraἪie de 20,0%, 30,0% Ἠi 50,0%, viabilitatea 

tulpinii cercetate scade nesemnificativ dupŁ 1 an de pŁstrare. 

 

Fig. 3.10. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupŁ 1 an de pŁstrare ´n 

stare liofilizatŁ ´n mediul lioprotector Gel+Gl suplimentat cu PSSZn ´n concentraŞii sporite, 

reactivatŁ cu soluἪie de PSSZn 5,0% 

 

Analiz©nd datele din figura 3.10., se constatŁ, cŁ ´n cazul probei (PSSZn de 50,0%) cu o 

ratŁ de scŁdere a viabilitŁŞii comparabilŁ cu cea din proba martor, viabilitatea ´n varianta 

experimentalŁ este cu 8,0Ñ0,58% mai mare comparativ cu martorul. 

Cel mai bun rezultat a fost obἪinut ´n urma reactivŁrii cu soluŞie de PSSZn de 5,0% a 

culturii de S. canosus CNMN-Ac-02 pŁstrate ´n stare liofilizatŁ ´n mediul lioprotector 

suplimentat cu PSSZn ´n concentraŞie de 30,0%, viabilitatea culturii din proba experimentalŁ 

depŁĸind cu mai bine de 45,0Ñ1,94% proba martor. 

Pe baza celor constatate mai sus, putem afirma cŁ cel mai eficient supliment la mediul 

lioprotector Gel+Gl pentru pŁstrarea ´n stare liofilizatŁ de duratŁ a tulpinii este extractul 

cianobacterian PSSZn ´n concentraἪie de 30,0%, iar pentru reactivarea culturii dupŁ liofilizare cea 

mai potrivitŁ este soluŞia PSSZn de 5,0%.  

AceastŁ concluzie este susŞinutŁ de cea mai ´naltŁ ratŁ a viabilitŁŞii culturii S. canosus 

CNMN-Ac-02 dupŁ liofilizare ï 139,51Ñ1,23% ĸi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ ï 

136,7Ñ1,94%, ´n ambele cazuri depŁĸind cu cca. 45,0% proba martor. 
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3.2. AcἪiunea glicozidelor de origine vegetalŁ asupra viabilitŁἪii culturii Streptomyces 

canosus CNMN-Ac-02, la utilizarea lor ´n componenἪa mediilor de liofilizare Ἠi reactivare a 

tulpinii  

Numeroase specii de plante ï reprezentanἪi ai florei sŁlbatice, constituie o bogatŁ sursŁ de 

substanἪe biologic active, cum ar fi flavonoidele, glicozidele, alcaloizii, diterpenoizii Ἠ.a. 

Polifenolii proveniἪi din plante beneficiazŁ de un interes considerabil datoritŁ potenŞialelor 

proprietŁἪi antioxidante Ἠi sunt testaἪi pentru o gamŁ largŁ de acŞiuni stimulatoare [240]. 

Ċn cercetŁrile noastre au fost utilizate extractele glicozidice vegetale: extractul LG 

(iridoide obἪinute din Linaria genistifolia) ĸi extractul VP (flavonoide obἪinute din Verbascum 

phlomoides).  

Conform surselor literare, glicozidele sunt compuἨi cu o activitate foarte ´naltŁ, ceea ce 

determinŁ utilizarea lor ´n cantitŁἪi foarte mici. De exemplu, ´n cercetŁrile cu privire la influenἪa 

glicozidelor asupra culturilor agricole au fost utilizate concentraἪii de 10
-2
ï10

-5
%, cu o expoziἪie 

de 0,5 ï 24 ore [169, 251]. ReieἨind din aceste considerente, extractele glicozidice au fost 

utilizate ´n concentraἪii de 0,05%, 0,005% Ἠi 0,0005% din volumul mediului de liofilizare a 

tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02.  

Pentru ´nceput, a fost verificatŁ eficienἪa glicozidelor din Linaria genistifolia Ἠi 

Verbascum phlomoides ´n calitate de lioprotectori utilizaŞi ´n componenŞa mediului de liofilizare 

a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02. 

Ċn figura 3.11. sunt prezentate rezultatele evaluŁrii viabilitŁἪii tulpinii S. canosus CNMN-

Ac-02 ´n urma liofilizŁrii ´n mediul lioprotector Gel+Gl, suplimentat cu extractele LG ĸi VP ´n 

diverse concentraἪii ĸi rehidratŁrii probelor liofilizate cu apŁ distilatŁ. 

 

Fig. 3.11. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ´n urma liofilizŁrii, cu 

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

distilatŁ 
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Din datele prezentate ´n figurŁ, se observŁ o viabilitate scŁzutŁ a culturii din proba martor 

ï 86,19Ñ1,89% ĸi o viabilitate mult mai mare a culturii liofilizate ´n prezenἪa glicozidelor 

vegetale adŁugate la mediul lioprotector.  

La utilizarea ´n calitate de supliment la mediul lioprotector Gel+Gl a extractului LG din 

Linaria genistifolia ´n concentraἪii de 0,05 ï 0,00005%, viabilitatea culturii dupŁ liofilizare a 

depŁĸit cu 34,67Ñ1,36 ï 53,42Ñ4,11% proba martor. Rezultatul maximal a fost obἪinut ´n urma 

utilizŁrii acestui extract ´n concentraἪie de 0,0005%, viabilitatea culturii dupŁ liofilizare 

constituind 139,61Ñ3,17%. Ċn general, toate variantele experimentale au prezentat rezultate mult 

mai ´nalte comparativ cu proba martor, acestea fiind cuprinse ´ntre 120,86Ñ1,11ï 139,61Ñ3,17%. 

Ċn mod similar au acἪionat Ἠi flavonoidele VP, tulpina S. canosus CNMN-Ac-02 

supravieŞuind mai bine, comparativ cu proba martor, dupŁ liofilizare pe mediul lioprotector 

suplimentat cu flavonoide ´n concentraἪie de 0,05 ï 0,0005%, cu o viabilitate de 121,22Ñ0,66 ï 

130,20Ñ0,80% (cu 35,03Ñ1,54 ï 44,01Ñ1,92% mai mare dec©t varianta de control). Valoarea 

maximalŁ a viabilitŁŞii de 130,20Ñ0,80% a fost obἪinutŁ prin suplimentarea mediului lioprotector 

cu extract VP ´n concentraἪie de 0,005% [39, 40]. 

Este necesar de a menἪiona cŁ glocozidele vegetale, indiferent de concentraŞia aplicatŁ, au 

asigurat o viabilitate mai mare a streptomicetelor dupŁ liofilizare faŞŁ de proba martor. 

Ċn continuarea cercetŁrilor la acest compartiment, a fost evaluatŁ eficacitatea glicozidelor 

vegetale ´n caliatate de soluŞie de reactivare a streptomicetei dupŁ liofilizare. Astfel, ´n figura 

3.12. sunt prezentate rezultatele experienἪei cu privire la viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-

Ac-02 dupŁ liofilizare, cu utilizarea mediului lioprotector Gel+Gl, suplimentat cu glicozide din 

plante sŁlbatice de Linaria genistifolia Ἠi Verbascum phlomoides, Ἠi resuspendat cu soluἪii de 

principii menἪionate, a cŁror concentraἪie a fost micἨoratŁ de 10 ori ´n raport cu cantitatea de 

principiu utilizatŁ pentru liofilizare. 

Deoarece experienἪa a avut loc ´n paralel cu probele rehidratate cu apŁ, pentru comparare 

a fost utilizatŁ aceeaἨi probŁ martor care constituia 86,19Ñ1,89%. 

Ċn urma utilizŁrii ´n calitate de rehidratant a soluἪiilor de iridoide, au fost obἪinute 

urmŁtoarele valori ale viabilitŁἪii:  

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

121,86Ñ1,34%;  

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

127,83Ñ0,59%;  

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

140,09Ñ3,23%;  
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- LG 0,00005% (mediu protector) + LG 0,000005% (mediu de rehidratare) ï 

133,75Ñ1,23%.  

Ċn rezultat viabilitatea probelor de S. canosus CNMN-Ac-02 rehidratate cu soluἪii de 

glicozide de Linaria genistifolia a constituit cu 35,67Ñ1,72 ï 53,90Ñ2,11% mai mult comparativ 

cu proba martor. 

 

Fig. 3.12. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ´n urma liofilizŁrii ĸi 

reactivŁrii ´n medii cu extracte glicozidice 

 

Efectu©nd rehidratarea probelor liofilizate cu soluἪii de flavonoide VP, au fost obἪinute 

urmŁtoarele rezultate a viabilitŁἪii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02:  

- VP 0,05% (mediu protector) + VP 0,005% (mediu de rehidratare) ï 126,45Ñ2,51%;  

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

132,21Ñ2,86%;  

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

123,28Ñ3,28%. 

A fost stabilit, cŁ ´n dependenἪŁ de mediul de rehidratare utilizat, viabilitatea a depŁĸit 

proba martor cu 37,09Ñ2,53 ï 46,02Ñ4,16%. 

Analiza comparativŁ a rezultatelor prezentate ´n figurile 3.11 Ἠi 3.12 indicŁ o influenἪŁ 

pozitivŁ nesemnificativŁ (0,5Ñ0,06 ï 2,0Ñ0,37% faἪŁ de proba martor) a extractelor glicozidice 

din componenἪa mediilor de rehidratare asupra viabilitŁἪii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02.  

Pentru a verifica stabilitatea ´n timp a acἪiunii extractelor glicozidice vegetale obἪinute 

din Linaria genistifolia Ἠi Verbasum phlomoides asupra viabilitŁἪii streptomicetelor, a fost 
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verificatŁ viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 peste 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ 

´n medii suplimentate cu extracte glicozidice. 

Ċn figura 3.13. sunt prezentate rezultatele evaluŁrii viabilitŁἪii tulpinii S. canosus CNMN-

Ac-02 ´n urma liofilizŁrii ´n mediul lioprotector Gel+Gl, suplimentat cu extractele naturale LG Ἠi 

VP ´n diverse concentraἪii Ἠi rehidratŁrii probelor liofilizate cu apŁ distilatŁ peste 1 an de pŁstrare 

a tulpinii.  

 

Fig. 3.13. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupŁ 1 an de pŁstrare ´n 

stare liofilizatŁ ´n mediul lioprotector Gel+Gl suplimentat cu glicozide, reactivatŁ cu apŁ 

distilatŁ 

 

Din datele prezentate ´n figurŁ se observŁ o scŁdere a viabilitŁŞii culturii din proba martor 

dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ p©nŁ la 77,51Ñ0,95% (cu cca. 9,0Ñ0,38%). Pe c©nd, ´n 

probele liofilizate ´n mediul lioprotector suplimentat cu glicozide LG, a fost ´nregistratŁ 

urmŁtoarea ratŁ de scŁdere a viabilitŁŞii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02: 

- 0,05% LG ï de la 121,86Ñ1,34% la 116,62Ñ0,59% ï cu 5,24%;  

- 0,005% LG ï de la 127,27Ñ0,59% la 121,19Ñ3,54% ï cu 6,08%;  

- 0,0005% LG ï de la 140,09Ñ3,23% la 125,41Ñ3,11% ï cu 14,68%;  

- 0,00005% LG ï de la 133,75Ñ1,23% la 116,16Ñ2,91% ï cu 17,59%.  

Ċn probele liofilizate ´n mediul lioprotector suplimentat cu glicozide VP, a fost 

´nregistratŁ urmŁtoarea ratŁ de scŁdere a viabilitŁŞii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 dupŁ 1 an 

de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ: 

- 0,05% VP ï de la 125,07Ñ1,98 la 114,49Ñ2,67% ï cu 10,58%;  

- 0,005% VP ï de la 130,20Ñ0,80 la 117,04Ñ0,61% ï cu 13,16%;  
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- 0,0005% VP ï de la 121,22Ñ0,60 la 112,19Ñ1,59% ï cu 9,03%. 

Deci, dupŁ 1 an de pŁstrare a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 ´n medii de liofilizare 

suplimentate cu iridoide LG (0,05 ï 0,00005%), viabilitatea culturii a scŁzut cu 4,24Ñ0,39 ï 

17,59Ñ2,18%, iar la suplimenatrea mediului protector cu flavonoide VP (0,05 ï 0,0005%) ï 

viabilitatea a scŁzut cu 9,03Ñ1,26 ï 13,16Ñ4,40%. DeἨi rata de scŁdere a viabilitŁἪii culturii de 

streptomicete, peste 1 an de pŁstrare, este mai mare ´n probele liofilizate ́ n medii suplimentate 

cu glicozide faἪŁ de proba martor, totuἨi viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 rŁm©ne la 

un nivel superior la pŁstrarea pe aceste medii: cu cca. 38,65Ñ3,47 ï 48,0Ñ6,38% la suplimentarea 

mediului protector cu glicozide LG Ἠi cu cca. 34,68Ñ1,66 ï 39,53Ñ4,26% la suplimentarea 

mediului protector cu glicozide VP.  

Ċn continuare, a fost apreciatŁ viabilitatea tulpinii ´n aceleaἨi condiἪii de pŁstrare, 

utiliz©nd soluἪiile de glicozide vegetale pentru reactivarea culturii. 

Din datele prezentate ´n figura 3.14. se observŁ viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-

Ac-02 rehidratate cu soluἪii ale extractelor LG Ἠi VP dupŁ 1 an de pŁstrare ´n formŁ liofilizatŁ ´n 

prezenἪa glicozidelor vegetale.  

 
Fig. 3.14. Viabilitatea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupŁ 1 an de pŁstrare ´n 

stare liofilizatŁ ´n mediul lioprotector Gel+Gl suplimentat cu glicozide, reactivat ´n medii 

cu extracte glicozidice 

 

Analiza rezultatelor prezentate ´n figurile 3.13. Ἠi 3.14. a evidenἪiat acἪiunea favorabilŁ a 

extractelor glicozidice ´n calitate de soluἪii de rehidratare a culturii de streptomicete dupŁ 1 an de 
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pŁstrare. Astfel, la reactivarea culturii liofilizate cu extract LG, viabilitatea ei a depŁἨit cu 2,86 ï 

13,44Ñ3,11% aceleaἨi variante experimentale rehidratate cu apŁ distilatŁ, Ἠi cu 2,57Ñ0,42 ï 

11,69Ñ0,61% ´n cazul utilizŁrii pentru reactivare a extractului VP.    

ἧi ´n acest caz, s-a observat scŁderea viabilitŁἪii culturii S. canosus CNMN-Ac-02 dupŁ 1 

an de pŁstrare cu 3,0Ñ0,56 ï 7,0Ñ1,12% pentru probele liofilizate pe medii suplimentate cu 

iridoide LG Ἠi cu 3,0Ñ0,24 ï 12,0Ñ0,95% ´n cazul mediilor suplimentate cu flavonoide VP.     

Cu toate acestea, viabilitatea tulpinii de streptomicete este mai mare peste 1 an de 

pŁstrare ´n stare liofilizatŁ pe medii protectoare suplimentate cu glicozide vegetale: cu 

36,94Ñ2,72 ï 61,34Ñ3,50% ´n cazul utilizŁrii extractului LG Ἠi cu 37,25Ñ2,68 ï 51,22Ñ3,04% ´n 

cazul utilizŁrii extractului VP. 

Pe baza rezultatelor de ansamblu, putem constata influenἪa pozitivŁ a extractelor 

glicozidice obἪinute din Linaria genistifolia Ἠi Verbasum phlomoides asupra viabilitŁἪii tulpinii 

S.canosus CNMN-Ac-02 la liofilizare Ἠi conservare pentru o perioadŁ ´ndelungatŁ ´n colecἪiile de 

microorganisme.  

3.3. Concluzii la capitolul 3 

1. Utilizarea extractelor cianobacteriene Ἠi vegetale ´n calitate de agenἪi lioprotectori, 

asigurŁ o ratŁ de supravieἪuire sporitŁ a tulpinii  Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ´n procesul 

liofilizŁrii. 

2. Sporirea numŁrului de celule viabile dupŁ liofilizare (105,0% ï 110,0% faἪŁ de proba 

iniἪialŁ), ´n prezenἪa ´n mediul lioprotector al extractelor BioR, PSSZn, iridoide LG Ἠi flavonoide 

VP, se explicŁ prin acἪiunea stimulatoare a extractelor naturale asupra germinŁrii sporilor 

streptomicetei, care se aflau ´n stare de latenἪŁ. 

3. Cel mai bun efect lioprotector al extractelor cianobacteriene a fost ´nregistrat la 

utilizarea extractului de PSSZn ´n concentraἪie de 30,0% ´n componenἪa mediului lioprotector 

gelatinŁ 2,5% + glucozŁ 7,5%. 

4. Glicozidele vegetale obἪinute din Linaria genistifolia Ἠi Verbascum phlomoides au 

manifestat o acἪiune lioprotectoare mai pronunἪatŁ comparativ cu extractele de origine 

cianobacterianŁ. 

5. Cel mai bun efect lioprotector al extractelor vegetale a fost ´nregistrat la 

suplimentarea mediului lioprotector gelatinŁ 2,5% + glucozŁ 7,5% cu iridoide din Linaria 

genistifolia ́ n concentraἪie de 0,0005%. 

6. Utilizarea extractelor cianobacteriene Ἠi vegetale ´n calitate de soluἪii de reactivare a 

culturii dupŁ pŁstrare ´n stare liofilizatŁ a stimulat nesemnificativ viabilitatea tulpinii S. canosus 

CNMN-Ac-02, ´n comparaἪie cu apa distilatŁ.  
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4. INFLUENἩA PREPARATELOR BIOLOGIC ACTIVE DE ORIGINE 

CIANOBACTERIANŀ ἧI VEGETALŀ ASUPRA CARACTERELOR 

MORFO-CULTURALE ALE TULPINII Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

ĊN PROCESUL LIOFILIZŀRII 

 

Asigurarea stabilitŁἪii culturii ´n procesul de pŁstrare prezintŁ interes at©t pentru industrie, 

c©t Ἠi pentru cercetare. Ċn procesul de adaptare a microorganismelor la factorii de stres se observŁ 

o heterogenitate sporitŁ a populaἪiei bacteriene, determinatŁ de specificul dezvoltŁrii lor, 

genomul haploid de dimensiuni mici, ciclul scurt de dezvoltare [236]. Cu at©t mai important este 

acest aspect ´n procesul de pŁstrare a actinomicetelor, ce se caracterizeazŁ printr-o variabilitate 

mult mai mare ´n comparaἪie cu alte microorganisme [61, 108, 114]. 

Conform specialiἨtilor ´n domeniu, acest grad ´nalt de variabilitate se explicŁ prin 

urmŁtoarele caracteristici ale acestui grup de microorganisme: 

- Abilitatea de formare a sporilor ĸi miceliului aerian; 

- Fragmentarea miceliului vegetativ; 

- Colorarea miceliului aerian ĸi a celui de substrat; 

- Sinteza pigmenŞilor difuzaŞi ´n mediu solid; 

- Activitatea antimicrobianŁ [19]. 

Pe parcursul ciclului vital actinomicetele, Ἠi, ´n special, streptomicetele, formeazŁ douŁ 

tipuri diferite de miceliu: miceliul de substrat, care creĸte ´n Ἠi pe mediul de culturŁ solid Ἠi miceliul 

aerian, care creĸte pe primul ĸi pe care se formeazŁ sporii (Figura 4.1.) [163]. 

 
Fig. 4.1. Reprezentarea schematicŁ a celor douŁ tipuri de miceliu caracteristic 

actinobacteriilor [163] 
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Ciclul vital complex al acestor microorganisme (Figura 4.2) ´ncepe cu germinarea 

sporilor ́ n condiἪii favorabile. Germinarea nu include fisiunea binarŁ, ci elongarea tuburilor de 

germinare. Ċn urma acestui proces se formeazŁ miceliul vegetativ (de substrat). Ċn continuare, 

´ncepe diferenἪierea miceliului din centrul coloniei, cu formarea sporoforilor (miceliul aerian). 

UrmeazŁ spiralizarea hifelor aeriene, apoi dividerea sincronŁ a celulelor Ἠi formarea 

compartimentelor monoploide, din care se vor forma sporii de rezistenἪŁ. Sporii se formeazŁ prin 

fragmentarea filamentelor Ἠi sunt aranjaἪi ´n lanἪuri de formŁ dreaptŁ, ondulatŁ sau elicoidalŁ. 

SuprafaŞa sporilor poate fi netedŁ, rugoasŁ, acoperitŁ cu ghimpi sau periĸori [8, 114, 212].  

 

Fig. 4.2. Reprezentarea schematicŁ a ciclului vital al actinomicetelor [8] 

 

La ´nceput coloniile sunt lucioase, dar odatŁ cu dezvoltarea miceliului aerian pot cŁpŁta 

aspect granular, pufos sau catifelat [13, 30].   

O caracteristicŁ importantŁ a streptomicetelor este producerea unei varietŁἪi mari de 

pigmenŞi ï manifestare vizualŁ a sintezei metaboliἪilor secundari. PigmenŞii, responsabili de 

culoarea miceliului Ἠi a substratului, indicŁ sinteza diferitor grupuri de compuĸi chimici. Ċn 

scopuri practice, metaboliἪii sunt clasificaἪi dupŁ culori, unele exemple din diverse surse 

bibliografice fiind prezentate ´n Figura 4.3. [51, 182, 208, 226]. 

PigmenἪii melanoizi nu sunt esenἪiali pentru creἨterea Ἠi dezvoltarea microorganismelor, 

dar au un rol crucial ´n ´mbunŁtŁἪirea capacitŁἪii de supravieἪuire Ἠi competitivitate a lor [8]. 
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Fig. 4.3. Exemple de pigmenἪii produἨi de streptomicete 

 

Pornind de la necesitatea selectŁrii condiἪiilor optime pentru conservarea pe termen lung 

a microorganismelor, care sŁ asigure protejarea celulelor microbiene de deteriorŁrile ce apar ´n 

timpul depozitŁrii Ἠi Ἢin©nd cont de instabilitatea geneticŁ a actinobacteriilor, cercetŁtorii au 

stabilit ´n calitate de indicatori ai crio-eficacitŁἪii procesului de conservare gradul de 

supravieἪuire Ἠi modificŁrile compoziἪiei populaἪiei microbiene. 

Ċn vederea optimizŁrii  mediilor de protecἪie pentru depozitarea actinomicetelor, Filippova 

Ἠi co-autorii au studiat efectul diferitor medii de protecἪie asupra variabilitŁἪii populaἪiei de 

streptomicete. S-a stabilit cŁ stabilitatea spectrului disociativ al Streptomyces ruber K-3946 a 

fost mai mare atunci c©nd a fost pŁstratŁ ´n glicerinŁ 15% sau mediu cu dimetilsulfoxid 3% Ἠi 

hexilrezorcinol 0,1% sau 0,005%. Ċn acelaἨi timp, populaἪia streptomicetei Ἠi-a pŁstrat 

omogenitatea, fiind compusŁ de colonii de tip dominant. O creἨtere semnificativŁ a variabilitŁἪii 

populaἪiei acestei tulpini a fost observatŁ ´n urma pŁstrŁrii ´n D2O de 20% [267].  

PopulaἪia tulpinii Mycobacterium phlei K-4041 a fost reprezentatŁ de trei tipuri 

morfologice coloniale. Tipul dominant a avut o colonie de formŁ convexŁ, cu o margine 

neregulatŁ, ´ncreἪitŁ, de culoare galbenŁ. Tipul de pigmentare a fost caracterizat de colonii mai 

mici, cu o parte centralŁ incolorŁ. Tipul pitic (tipul 3) a avut colonii mici (cu diametrul de 

aproximativ 2 mm). Ċn populaἪia de Rhodococcus rhodochrous K-3285, au fost identificate douŁ 

tipuri de colonii: tipul dominant cu suprafaἪŁ Ἠi margine netede, de culoare rozŁ Ἠi tipul pitic 

reprezentat de mici colonii de culoare palidŁ. Astfel, cercetŁrile indicŁ asupra selectivitŁἪii 
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efectului crioprotector al mediilor protectoare asupra diverselor tulpini de actinomicite ´n timpul 

depozitŁrii. A fost stabilit, cŁ efectul stabilizator asupra conservŁrii viabilitŁἪii celulare Ἠi 

gradului de variabilitate a populaἪiei ´n timpul depozitŁrii este asigurat de medii specifice: pentru 

S. rubber K-3946 ï mediul cu 5% glicerol Ἠi mediul pe bazŁ de 3% DMSO suplimentat cu 

0,005% 4-n-hexilrezorcinŁ; pentru M. plhei K-4041 ï mediul cu 10% DMSO Ἠi pentru R. 

rhodochrous K-3285 ï mediul cu 20% D20 [267]. 

Experimentele efectuate de microbiologii ruἨi au confirmat importanἪa Ἠi necesitatea de a 

studia schimbŁrile caracterelor morfologice Ἠi culturale ale S. canosus CNMN-Ac-02 dupŁ 

liofilizare Ἠi depozitare pe medii lioprotectoare [267]. 

Examinarea coloniilor de pe suprafaἪa mediilor agarizate ´n cutii Petri permite 

determinarea caracterelor morfo-culturale, deseori cu semnificaἪie importantŁ ´n aprecierea stŁrii 

culturii Ἠi activitŁἪii sale biologice, iar uneori Ἠi cu semnificaἪie sistematicŁ.   

Structura populaἪiei de streptomicete Ἠi stabilitatea ei a fost luatŁ ´n calcul Ἠi la etapa de 

selectare a regimului de congelare a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 ´nainte de liofilizare. 

Astfel, pentru tulpina S. canosus CNMN-Ac-02 au fost testate trei regimuri de congelare: -20ÜC; 

-50ÜC Ἠi -80ÜC. PopulaἪia acestei tulpini pŁstrate ´n colecἪie (martor) este reprezentatŁ de 2 tipuri 

de colonii, cu miceliu alb Ἠi gri. DupŁ liofilizare Ἠi congelare la -20ÁC, s-au observat trei tipuri de 

colonii ale miceliului aerian: 79,3% de culoare albŁ (4 ï 6 mm), 14,4% culoare gri (7,4 mm) Ἠi 

6,3% culoare albŁ (1 mm), iar miceliul substratului, respectiv: incolor, gri Ἠi albui. DupŁ 

liofilizare Ἠi congelare la -50ÁC, 89,5% din colonii au fost cu miceliul aerian Ἠi miceliu de 

substrat de culoare albŁ Ἠi 10,5% colonii - cu miceliu aerian Ἠi de substrat gri, dimensiunile fiind 

de 4,7 Ἠi, respectiv, 4,6 mm. Ċn cazul aplicŁrii regimului de congelare de -80ÁC, a apŁrut un tip 

nou de colonii - cu miceliul de substrat gŁlbui.  

Astfel, pentru o mai bunŁ conservare a streptomicetelor Ἠi menἪinerea stabilitŁἪii 

populaἪiei prin aplicarea metodelor individuale de liofilizare, a fost ales regimul optim de 

´ngheἪare ´nainte de liofilizare a tulpinilor studiate: -50ÁC [31]. 

Av©nd ´n vedere particularitŁἪile de dezvoltare ale streptomicetelor, am optat pentru 

verificarea stabilitŁἪii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 ´n procesul liofilizŁrii, prin analiza 

caracterelor morfologice ale coloniilor formate pe medii solide specifice, conform schemei din 

Figura 4.4.  
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Fig. 4.4. Etapele studiului stabilitŁἪii morfologice a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-

Ac-02 la pŁstrare ´n stare liofilizatŁ: A ï prepararea mediilor protectoare, B ï 

determinarea numŁrului de celule viabile Ἠi caracterelor morfologice ale coloniilor, C ï 

liofilizarea culturii, D  ï revitalizarea culturii Ἠi ´nsŁm©nἪarea pe mediul agarizat, E ï 

studiul caracterelor morfologice ale coloniilor dupŁ liofilizare 
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4.1. ProprietŁἪile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

p©nŁ Ἠi dupŁ liofilizare ´n mediu lioprotector suplimentat cu substanἪe biologic active de 

origine cianobacterianŁ  

Pornind de la premiza, cŁ existŁ o dependenἪŁ ´ntre tipul morfologic al coloniei Ἠi 

activitatea sa, ne-am propus obiectivul de a studia evoluἪia coloniilor tipice ale tulpinii S. 

canosus CNMN-Ac-02 sub influenἪa extractelor de origine cianobacterianŁ, utilizate ´n mediile 

de suspendare a sporilor streptomicetei ´nainte de liofilizare Ἠi ´n mediile de reactivare a culturii 

dupŁ pŁstrare ´n stare liofilizatŁ [192, 193]. 

Cele 2 preparate obἪinute din cianobacteria Spirulina platensis au manifestat o acἪiune 

diferitŁ asupra proprietŁἪilor morfologice Ἠi de culturŁ ale tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 

(Figura 4.5., Tabelul 4.1). 

1.    

2.  3.  4.   

5.  6.   7.  

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

Czapek, PL (martor) Ἠi DL (probe experimentale) ´n prezenἪa compuἨilor de origine 

cianobacterianŁ:  

1 ï Martor; 2 ï 0,1% BioR; 3 ï 1,0% BioR; 4 ï 10,0% BioR; 5 ï 1,0% PSSZn;  

6 ï 5,0% PSSZn; 7 ï 10,0% PSSZn 
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Tabelul 4.1. ProprietŁἪile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

cultivate pe mediul Czapek, PL Ἠi DL ´n prezenἪa preparatelor de origine cianobacterianŁ, 

rehidratatŁ cu apŁ distilatŁ 

Varianta 

Diametrul 

coloniilor, 

mm 

Culoarea miceliului 
Culoarea 

mediului 
Forma Marginea Profilul  

PL DL 
Aerian Substrat 

PL DL PL DL PL DL PL DL 
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Ċn ceea ce priveἨte culoarea miceliului aerian, modificarea acesteia a fost observatŁ la 

tulpina studiatŁ ´nainte de liofilizare, numai ´n cazul suspendŁrii culturii ´n mediul lioprotector 

suplimentat cu extract PSSZn, ´n concentraἪie de 1,0 ï 10,0%. ĊnsŁ, dupŁ liofilizare, modificarea 

culorii miceliului aerian a fost observatŁ la toate variantele experimentale [14]. 

Modificarea culorii miceliului de substrat comparativ cu proba martor de asemenea a fost 

observatŁ ´n urma suplimentŁrii mediului lioprotector cu prepartul PSSZn, iar dupŁ liofilizare 

aceste schimbŁri au fost atestate Ἠi la martor. O modificare analogicŁ a culorii miceliului de 

substrat a fost observatŁ Ἠi ´n urma utilizŁrii ´n componenἪa mediului de liofilizare a extractului 

BioR.  

Culoarea miceliului de substrat nu a suferit schimbŁri ´n cazul utilizŁrii ´n mediul de 

liofilizare a preparatului PSSZn. La ´nsŁm©nἪarea culturii liofilizate ´n prezenἪa preparatului BioR 

´n concentraἪiile de 1,0 Ἠi 10,0%, a fost observatŁ eliminarea ´n mediul agarizat Czapek a 

pigmentului roz-palid.  

Forma coloniilor nu a suferit schimbŁri majore dupŁ liofilizare, predomin©nd coloniile de 

tipul-L, dar ´n prezenἪa extractului PSSZn, acestea au devenit filiforme sau cutate.  

Marginea coloniilor p©nŁ Ἠi dupŁ liofilizare a fost practic identicŁ, cu excepἪia variantei 

cu adaos de BioR (0,1 Ἠi 10,0%). Ċn aceste variante a fost depistatŁ Ἠi modificarea profilului 

coloniilor. 

Ċn Tabelul 4.2. Ἠi Figura 4.6. sunt prezentate datele comparative ale proprietŁἪilor morfo-

culturale ale tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 p©nŁ Ἠi dupŁ liofilizare Ἠi reactivare a culturii cu 

extractele BioR Ἠi PSSZn. 

Culoarea miceliului aerian dupŁ liofilizare practic nu s-a schimbat, modificarea fiind 

observatŁ doar la nivel de nuanἪŁ a culorii, spre exemplu acestea fiind albui sau alb-gri.  

ModificŁri mai importante au fost observate la toate variantele experimentale comparativ 

cu proba martor, ´n ceea ce priveἨte miceliul de substrat. Aceste schimbŁri au fost mai evidente 

´n cazul utilizŁrii extractului de polizaharide sulfatate. 

ApariἪia pigmentului solubil, care modificŁ culoarea mediului agarizat de cultivare 

Czapek ´n roz-palid a fost ´nregistratŁ la probele liofilizate Ἠi reactivate ´n prezenἪa extractului 

PSSZn. 

Ċn ceea ce priveἨte particularitŁἪile formei, marginii Ἠi profilului coloniilor caracteristice 

probelor experimentale liofilizate Ἠi reactivate cu utilizarea preparatelor de origine 

cianobacterianŁ, modificŁri majore nu au fost ´nregistrate. DupŁ liofilizare caracteristicile 

morfologice enumerate nu au suferit schimbŁri. 
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Tabelul 4.2. ProprietŁἪile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

cultivate pe mediul Czapek, PL Ἠi DL Ἠi reactivare ´n prezenἪa extractelor de origine 

cianobacterianŁ 

Varianta 

Diametrul 

coloniilor, 

mm 
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Forma Marginea Profilul  
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1.  

2.  3.  4.  

5.  6.  7.  

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

Czapek, PL (martor)  Ἠi DL (probe experimentale) Ἠi reactivare ´n prezenἪa extractelor de 

origine cianobacterianŁ: 1 ï Martor; 2 ï 0,1% BioR + BioR 0,01%; 3 ï 1,0% BioR + BioR 

0,1%; 4 ï 10,0% BioR + BioR 1,0%; 5 ï 1,0% PSSZn + PSSZn 0,1%; 6 ï 5,0% PSSZn + 

PSSZn 0,5%; 7 ï 10,0% PSSZn + PSSZn 1,0% 

 

Ċn continuare, a fost verificatŁ stabilitatea culturii de streptomicete ´n procesul de stabilire 

a limitelor efectului pozitiv al extractelor cianobacteriene asupra ratei de supravieἪuire a tulpinii 

S. canosus CNMN-Ac-02 ´n procesul liofilizŁrii, iar rezultatele sunt prezentate ´n Tabelul 4.3. Ἠi 

Figura 4.7.  

Ċn acest caz a fost ´nregistratŁ o schimbare evidentŁ ´n ce priveἨte capacitatea de a 

produce pigmenἪi solubili Ἠi colorare a mediului agarizat ´n culoare galben ï portocaliu ´n cazul 

suplimentŁrii mediului lioprotector cu extract de PSSZn ´n concentraἪie de 10,0% Ἠi utilizarea 

soluἪiei de 5,0% de PSSZn pentru regenerarea streptomicetelor dupŁ liofilizare. 
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Tabelul 4.3. ProprietŁἪile morfo-culturale ale tulpin ii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

cultivate pe mediul Czapek, PL Ἠi DL Ἠi rehidratate ´n prezenἪa compuἨilor de origine 

cianobacterianŁ (stabilirea limitelor efectului pozitiv) 
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coloniilor, 

mm 
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Culoarea 
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Forma Marginea Profilul  
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1.  2.  3.   

Fig. 4.7. Aspectul coloniilor de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 cultivate pe mediul 

Czapek, PL (martor) Ἠi DL (probe experimentale) Ἠi reactivare ´n prezenἪa extractelor de 

origine cianobacterianŁ, ´n cadrul stabilirii limitelor efectulu i lor pozitiv:  

1 ï Martor; 2 ï 0,1% BioR + BioR 0,001%; 3 ï 10,0% PSSZn + PSSZn 5,0% 

 

Ċn Tabelul 4.4. Ἠi Figura 4.8. sunt prezentate rezultatele acἪiunii preparatului PSSZn din 

spirulina, utilizat ´n componenἪa mediului lioprotector ´n concentraἪii mari (20,0% ï 50,0%), 

asupra proprietŁἪilor morfo-culturale ale tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02, rehidratate cu apŁ 

distilatŁ. 
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Tabelul 4.4. ProprietŁἪile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

cultivate pe mediul Czapek, PL Ἠi DL ´n prezenἪa concentraἪiilor sporite ale preparatului 

PSSZn, rehidratatŁ cu apŁ distilatŁ 

Varianta 

Diametrul 
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mm 
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Culoarea 

mediului 
Forma Marginea Profilul  
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Analiza datelor prezentate ´n Tabelul 4.4., ne permite sŁ observŁm colonii cu dimensiuni 

mai mari ´n cazul utilizŁrii ´n mediul lioprotector a extractului de polizaharide sulfatate ´n 

concentraἪie de 30,0%. 

Unele modificŁri ale culorilor Ἠi nuanἪelor miceliului aerian au fost observate at©t la 

proba martor, c©t Ἠi la variantele experimentale, deosebirile fiind ´n dependenἪŁ de concentraἪia 

de PSSZn. 

DupŁ liofilizarea Ἠi rehidratarea tulpinii cu utilizarea ´n componenἪa mediului lioprotector 

a extractului PSSZn ´n diferite concentraἪii, nu au fost observate schimbŁri ale miceliul de 

substrat. 

Utilizarea PSSZn din spirulinŁ ´n concentraἪie de 20,0% a adus la modificarea culorii 

mediului de cultivare ´n violet ´nchis Ἠi ´n concentraἪie de 50,0% ï ´n roz de marmurŁ. 
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ModificŁri esenἪiale ´n ceea ce priveἨte forma, marginea Ἠi profilul coloniei la tulpina 

studiatŁ dupŁ liofilizare ´n prezenἪa PSSZn ´n concentraἪiile menἪionate de mai sus, nu au fost 

´nregistrate. 

1.  

2.  3.  4.  

Fig. 4.8. Aspectul coloniilor de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 cultivate pe mediul 

Czapek, PL (martor) Ἠi DL (probe experimentale) ´n prezenἪa polizaharidelor sulfatate cu 

zinc, rehidratatŁ cu apŁ distilatŁ: 1 ï Martor; 2 ï 20,0% PSSZn; 3 ï 30,0% PSSZn;  

4 ï 50,0% PSSZn 

 

DupŁ cum se observŁ ´n Tabelul 4.5. Ἠi Figura 4.9., ´nlocuirea apei distilate cu soluἪie de 

PSSZn ´n concentraἪie de 5,0% pentru reactivarea culturii liofilizate ´n medii cu conἪinut de 

20,0%, 30,0% Ἠi 50,0% PSSZn, a dus la un Ἠir de modificŁri minore, cum ar fi de exemplu 

majorarea diametrului coloniilor la varianta liofilizatŁ pe mediul suplimentat cu 30,0% PSSZn 

(4,5 ï 5,5 mm).  

Culoarea miceliului aerian Ἠi de substrat a rŁmas neschimbatŁ. De asemenea, nu a fost 

observat pigmentul solubil ´n mediul de cultivare capabil sŁ modifice culoarea acestuia dupŁ 

liofilizare Ἠi rehidratare cu soluἪii de PSSZn. La utilizarea soluἪiei de PSSZn ´n calitate de 

rehidratant nu au fost observate modificŁri ale formei, marginii Ἠi profilului coloniilor. 

Ċn concluzie, putem afirma, cŁ ´nlocuirea apei distilate cu soluἪie de PSSZn ´n calitate de 

rehidratant nu are o influenἪŁ majorŁ asupra proprietŁἪilor morfo-culturale ale tulpinii S. canosus 

CNMN-Ac-02 studiate. 
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Tabelul 4.5. ProprietŁἪile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

cultivate pe mediul Czapek, PL Ἠi DL Ἠi rehidratate ´n prezenἪa extractului PSSZn 

Varianta 

Diametrul 
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mm 
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1.  

2.   3.  4.  

Fig. 4.9. Coloniile tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 cultivate pe mediul Czapek, 

PL (martor) Ἠi DL (probe experimentale) ´n prezenἪa polizaharidelor sulfatate cu zinc, 

rehidratat e cu soluἪii de principii utilizate: 1 ï Martor; 2 ï 20,0% PSSZn + PSSZn 5,0%;  

3 ï 30,0% PSSZn + PSSZn 5,0%; 4 ï 50,0% PSSZn + PSSZn 5,0% 



 

 

92 

Tabelul 4.6. ProprietŁἪile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02, 

PL Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ ´n prezenἪa compuἨilor de origine 

cianobacterianŁ, rehidratatŁ cu apŁ distilatŁ 
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Analiza proprietŁἪilor morfo-culturale ale tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02, dupŁ 1 an de 

pŁstrare ´n stare liofilizatŁ a relevat mai multe modificŁri fenotipice. Ċn tabelul 4.6. Ἠi figura 4.10. 

este prezentatŁ morfologia coloniilor culturii studiate, ´n cazul pŁstrŁrii timp de 1 an pe mediul 

lioprotector suplimentat cu preparate cianobacteriene Ἠi reactivŁrii culturii cu apŁ distilatŁ. 
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ModificŁri ale culorii miceliului de substrat au fost ´nregistrate at©t ´n varianta martor, c©t 

Ἠi cele experimentale. Capacitatea de sintezŁ a pigmentului solubil, care coloreazŁ mediul 

agarizat, s-a manifestat mai exprimat ´n cazul suplimentŁrii mediului lioprotector cu extractul 

BioR. 

Forma Ἠi profilul coloniilor de S. canosus CNMN-Ac-02 cultivate pe mediul Czapek 

dupŁ pŁstrare timp de 1 an pe mediul protector suplimentat cu extracte din spirulina, nu diferŁ 

esenἪial de proba martor. 

1.  

2.  3.  4.  

5.  6.  7.  

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

Czapek, PL (martor)  Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ (probe experimentale) ´n 

prezenἪa compuἨilor de origine cianobacterianŁ, la rehidratare cu apŁ distilatŁ: 

1 ï Martor; 2 ï 0,1% BioR; 3 ï 1,0% BioR; 4 ï 10,0% BioR; 5 ï 1,0% PSSZn; 

6 ï 5,0% PSSZn; 7 ï 10,0% PSSZn 

Ċn continuare, extractele cianobacteriene au fost utilizate Ἠi la reactivarea tulpinii dupŁ 1 

an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ. Ċn tabelul 4.7. Ἠi figura 4.11. sunt prezentate rezultatele 

studiului proprietŁἪilor morfo-culturale ale tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 sub acἪiunea 

preparatelor BioR Ἠi PSSZn, utilizate ´n calitate de supliment al mediului de liofilizare, precum Ἠi 

de soluἪie de reactivare dupŁ 1 an de pŁstrare.  
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Tabelul 4.7. ProprietŁἪile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

cultivate pe mediul Czapek, PL Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ, rehidratate ´n 

prezenἪa compuἨilor de origine cianobacterianŁ  
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Diametrul 
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mm 
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Forma Marginea Profilul  

PL 1 an 
Aerian Substrat 
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DupŁ cum se poate constata din datele prezentate, schimbŁrile intervenite ´n aspectul, 

forma, profilul coloniilor dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ Ἠi reactivare cu soluἪii ale 

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

influenἪ©nd culoarea mediului agarizat de cultivare Czapek a fost observatŁ doar la varianta 
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experimentalŁ cu utilizarea ´n calitate de supliment la mediul lioprotector a extractului BioR ´n 

concentraἪie de 10,0% Ἠi a soluἪiei de rehidratare BioR 1,0%. 

1.  

2.  3.  4.  

5.  6.  7.  

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

PL (martor)  Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ (probele experimentale) ́ n prezenἪa 

compuἨilor de origine cianobacterianŁ, rehidratat cu soluἪii de principii utilizate: 

1 ï Martor; 2 ï 0,1% BioR + BioR 0,01%; 3 ï 1,0% BioR + BioR 0,1%; 4 ï 10,0% BioR + 

BioR 1,0%; 5 ï 1,0% PSSZn + PSSZn 0,1%; 6 ï 5,0% PSSZn + PSSZn 0,5%;  

7 ï 10,0% PSSZn + PSSZn 1,0% 

 

Ċn continuare, a fost verificatŁ stabilitatea tulpinii liofilizate dupŁ 1 an de pŁstrare ´n 

cadrul stabilirii limitelor efectului pozitiv al extractelor cianobacteriene.  

Rezultatele acestor experimente sunt prezentate ´n tabelul 4.8. Ἠi figura 4.12, din care se 

observŁ o stabilitate mai pronunἪatŁ a tulpinii de streptomicete studiatŁ ´n cazul utilizŁrii 

extractului de polizaharide sulfatate cu zinc ´n calitate de supliment la mediul de liofilizare Ἠi 

soluἪie de rehidratare. 
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Tabelul 4.8. ProprietŁἪile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

cultivate pe mediul Czapek, PL Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ Ἠi rehidratate ´n 

prezenἪa compuἨilor de origine cianobacterianŁ, ´n cadrul stabilirii limitelor efectului 
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1.  2.  3.  

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

PL (martor)  Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ (probele experimentale) Ἠi 

rehidratate ´n prezenἪa compuἨilor de origine cianobacterianŁ, ´n cadrul stabilirii limitelor  

efectului pozitiv: 1 ï Martor; 2 ï 0,1% BioR + BioR 0,001%; 3 ï 10,0% PSSZn + PSSZn 

5,0% 

 

La urmŁtoarea etapŁ a cercetŁrilor, a fost studiatŁ stabilitatea culturii S. canosus CNMN-

Ac-02 dupŁ pŁstrare timp de 1 an ´n stare liofilizatŁ ´n mediul Gel+Gl suplimentat cu PSSZn ´n 
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concentraἪii majorate Ἠi rehidratate cu apŁ distilatŁ. Tabelul 4.9. Ἠi figura 4.13. prezintŁ 

rezultatele verificŁrii caracterelor morfologice ale coloniilor. 

Tabelul 4.9. ProprietŁἪile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

pe mediul agarizat Czapek, PL Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ ´n prezenἪa 

PSSZn, rehidratate cu apŁ distilatŁ 
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Datele prezentate indicŁ colonii mai mari ale culturii din probele experimentale, 

comparativ cu proba martor. Culoarea miceliului aerian a suferit schimbŁri ´n toate variantele 

prezentate, at©t p©nŁ, c©t Ἠi dupŁ liofilizare. Pe c©nd miceliul de substrat a ´nregistrat schimbŁri 

ale culorii p©nŁ la liofilizare, rŁm©n©nd neschimbat dupŁ liofilizare. Capacitatea de sintezŁ a 

pigmentului solubil la fel a variat la toate probele experimentale. 

Au suferit schimbŁri forma Ἠi marginea coloniilor de S. canosus CNMN-Ac-02, pe c©nd 

profilul coloniilor ´n toate variantele a rŁmas neschimbat.   
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1.  

2.  3.  4.  

Fig. 4.13. Aspectul coloniilor de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 pe mediul Czapek, PL 

(martor)  Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ (probele experimentale) ´n prezenἪa 

polizaharidelor sulfatate cu zinc, la rehidratare cu apŁ distilatŁ: 1 ï Martor;  

2 ï 20,0% PSSZn; 3 ï 30,0% PSSZn; 4 ï 50,0% PSSZn 

 

Ċn tabelul 4.10. Ἠi figura 4.14. sunt prezentate rezultatele acἪiunii extractului PSSZn ´n 

concentraἪie de 20,0%, 30,0% Ἠi 50,0%, prezent ´n mediul de liofilizare Ἠi a soluἪiei de 

rehidratate de PSSZn 5,0% asupra proprietŁἪilor morfo-culturale ale tulpinii S. canosus CNMN-

Ac-02, dupŁ 1 an de pŁstrare. Astfel, dimensiunile coloniilor ´n probe experimentale s-au 

evidenἪiat prin mŁrimi mai mari dec©t cele ale probei martor, cu o influenἪŁ vŁditŁ a extractului 

de 30,0% PSSZn. Culoarea miceliului aerian ´n toate probele studiate a fost identicŁ Ἠi nu a suferit 

schimbŁri ´n procesul liofilizŁrii. DiferenἪe au fost observate ´nainte de liofilizare la miceliul de 

substrat al coloniilor ´n prezenἪa diferitor concentraἪii ale extractului PSSZn, dar care nu a suferit 

schimbŁri dupŁ liofilizare. 

Astfel, prezenἪa ´n mediul de liofilizare a concentraἪiilor sporite de polizaharide sulfatate, 

obἪinute din biomasa spirulinei, determinŁ schimbŁri ale culorii miceliului de substrat chiar la 

suspendarea culturii S. canosus CNMN-Ac-02 ´nainte de liofilizare. 

 

 

 



 

 

99 

Tabelul 4.10. ProprietŁἪile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

pe mediul Czapek, PL Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ Ἠi rehidratare ´n prezenἪa 

polizaharidelor sulfatate cu zinc 
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1.  

2.  3.  4.  

Fig. 4.14. Aspectul coloniilor tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 pe mediul 

Czapek, PL (martor)  Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ (probele experimentale) Ἠi 

rehidratare ´n prezenἪa polizaharidelor sulfatate cu zinc: 1 ï Martor; 2 ï 20,0% PSSZn + 

PSSZn 5,0%; 3 ï 30,0% PSSZn + PSSZn 5,0%; 4 ï 50,0% PSSZn + PSSZn 5,0% 
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Culoarea albuie a culturii ´n lipsa extractului cianobacterian, capŁtŁ nuanἪe albastru-

verzui la concentraἪiile 20,0% Ἠi 50,0% ale PSSZn Ἠi galben-mŁslinie la concentraἪia extractului 

de 30,0% ´n mediul de liofilizare. Miceliul de substrat ´Ἠi pŁstreazŁ aceste nuanἪe de culori Ἠi 

dupŁ reactivarea culturii pŁstrate timp de 1 an ´n prezenἪa extractului de polizaharide sulfatate. 

Capacitatea de a produce pigmenἪi solubili capabili sŁ coloreze mediul agarizat ´n roz-palid a 

fost observatŁ numai la varianta experimentalŁ a mediului lioprtotector suplimentat cu PSSZn ´n 

concentraἪie de 30,0% Ἠi utilizarea soluἪiei de reactivare a culturii de PSSZn 5,0%. 

Forma Ἠi marginea coloniilor a fost identicŁ la proba martor Ἠi variantele experimentale, 

cu excepἪia variantei mediului lioprotector suplimentat cu PSSZn ´n concentraἪie de 50,0% Ἠi 

rehidratŁrii culturii cu soluἪie de PSSZn 5,0 %. Ċn acest caz coloniile au avut un aspect circular cu 

margine netedŁ, faἪŁ de forma neregulatŁ Ἠi marginea lobatŁ la celelalte probe studiate. 

Astfel, studiul variabilitŁἪii morfologice a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 la pŁstrare Ἠi 

reactivare a culturii cu utilizarea extractelor cianobacteriene, indicŁ o stabilitate a caracterelor 

morfo-culturale ale tulpinii ´n procesul liofilizŁrii, mai cu seamŁ a aspectului coloniilor Ἠi culorii 

miceliului aerian.    

 

4.2. ProprietŁἪile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

p©nŁ la Ἠi dupŁ liofilizare ´n prezenἪa substanἪelor  biologic active de origine vegetalŁ  

Studiul efectuat ´n capitolul precedent, a demonstrat eficacitatea utilizŁrii glicozidelor 

vegetale din Linaria genistifolia Ἠi Verbascum phlomoides ´n calitate de lioprotectori Ἠi 

rehidratanἪi ´n procesul liofilizŁrii Ἠi reactivŁrii tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02, 

contribuind la pŁstrarea Ἠi sporirea viabilitŁἪii culturii.  

Ċn contiuarea acestor cercetŁri am decis sŁ evaluŁm acἪiunea iridoidelor LG din Linaria 

genistifolia Ἠi flavonoidelor VP din Verbascum phlomoides asupra proprietŁἪilor morfo-culturale 

ale tulpinii de streptomicete ´n procesul liofilizŁrii.  

Ċn tabelul 4.11. Ἠi figura 4.15. sunt prezentate modificŁrile proprietŁἪilor morfo-culturale 

ale tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 sub influenἪa preparatelor glicozidice, prin rehidratarea 

probelor cu apŁ distilatŁ. 

Rezultatele indicŁ colonii de dimensiuni mai mari ale culturii din probele experimentale 

faἪŁ de proba martor. Acest lucru se observŁ ´n particular la variantele cu utilizarea iridoidelor 

LG ´n concentraἪie de 0,0005% Ἠi flavonoidelor VP ´n concentraἪie de 0,005%.  
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Tabelul 4.11. ProprietŁἪile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

pe mediul Czapek, PL Ἠi DL ´n prezenἪa glicozidelor de origine vegetalŁ, la rehidratare cu 

apŁ distilatŁ 
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1.  

2.   3.  4.  5.   

6.  7.  8.  

Fig. 4.15. ProprietŁἪile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 pe 

mediul Czapek, PL (martor) Ἠi DL (probele experimentale) ´n prezenἪa glicozidelor de 

origine vegetalŁ, la rehidratare cu apŁ distilatŁ: 1 ï Martor; 2 ï 0,05% L G; 3 ï 0,005% 

LG; 4 ï 0,0005% L G;  5 ï 0,00005% L G; 6 ï 0,05% VP; 7 ï 0,005% VP; 8 ï 0,0005% V P 

 

Culoarea miceliului aerian nu a fost influenἪatŁ de prezenἪa glicozidelor ´n mediul de 

liofilizare a streptomicetei, pe c©nd miceliul de substrat a manifestat, ´n dependenἪŁ de tipul Ἠi 

concentraἪia 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 sŁ influenἪeze culoarea mediului. Forma coloniilor a fost practic identicŁ 

la toate variantele studiate, fŁrŁ schimbŁri ´n urma procesului de liofilizare. Marginile coloniilor 

S. canosus CNMN-Ac-02 preponderent ondulate; au fost netede la cultura din probele 

suspendate ´n mediu cu glicozide LG. Profilul coloniilor la toate variantele ´n studiu a fost 

ombilicat, fŁrŁ schimbŁri dupŁ liofilizare. 

Ċn tabelul 4.12. Ἠi figura 4.16. sunt prezentate caracterele morfo-culturale ale tulpinii S. 

canosus CNMN-Ac-02 p©nŁ la Ἠi dupŁ liofilizare, cu utilizarea ´n calitate de substanἪe 

lioprotectoare Ἠi medii de rehidratare a glicozidelor vegetale. 
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Tabelul 4.12. ProprietŁἪile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

pe mediul Czapek, PL Ἠi DL Ἠi rehidratate ´n prezenἪa glicozidelor de origine vegetalŁ 
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1.  

2.  3.  4.  

5.  6.  7.  

Fig. 4.16. Aspectul coloniilor  de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 pe mediul Czapek, PL 

(martor)  Ἠi DL (probele experimentale) Ἠi rehidratate ́ n prezenἪa glicozidelor de origine 

vegetalŁ: 

1 ï Martor; 2 ï 0,05% L G + LG 0,005%; 3 ï 0,005% LG + LG 0,0005%; 4 ï 0,0005% L G 

+ LG 0,00005%; 5 ï 0,00005% L G + LG 0,000005%; 6 ï 0,05% V P + VP 0,005%; 7 ï 

0,005% VP + VP 0,0005%; 8 ï 0,0005% VP + VP 0,00005% 

 

Ċn prezenἪa glicozidelor vegetale ´n mediul de liofilizare Ἠi rehidratare a tulpinii de 

streptomicete au fost obsevat diametrul mai mare al coloniilor faἪŁ de proba martor, cu cele mai 

mari dimensiuni ´nregistrate ´n cazul utilizŁrii glicozidelor LG ´n concentraἪie de 0,0005% ´n 

mediu de liofilizare Ἠi 0,00005% ´n mediul de rehidratare.   

Culoare miceliului aerian Ἠi de substrat nu a fost influenἪatŁ de prezenἪa glicozidelor ´n 

mediile de liofilizare Ἠi rehidratare a streptomicetei Ἠi nu a suferit schimbŁri ´n procesul 

liofilizŁrii culturii S. canosus CNMN-Ac-02. Proprietatea de sintetiza pigmentul solubil ´n 

mediul de cultivare a fost constatatŁ la toate variantele studiate, forma, marginea Ἠi profilul 

coloniei nu au suferit modificŁri pe parcursul liofilizŁrii Ἠi rehidratŁrii tulpinii S. canosus 

CNMN-Ac-02 cu utilizarea glicozidelor vegetale. 

Ċn continuare, au fost studiate proprietŁἪilor morfo-culturale ale tulpinii S. canosus 

CNMN-Ac-02 dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ (Tabelul 4.13., Figura 4.17). Tulpina a 
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fost liofilizatŁ ´n prezenἪa glicozidelor LG Ἠi VP, iar ´n calitate de mediu de reactivare a servit 

apa distilatŁ. 

Tabelul 4.13. ProprietŁἪile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

pe mediul Czapek, PL Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ ´n prezenἪa glicozidelor 

de origine vegetalŁ 
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1.  

2.  3.  4.  5.   

6.  7.  8.   

Fig. 4.17. Aspectul coloniilor de Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 pe mediul Czapek, PL 

(martor ) Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ (probele experimentale) ´n prezenἪa 

glicozidelor de origine vegetalŁ, la rehidratare cu apŁ distilatŁ: 1 ï Martor; 2 ï 0,05% L G; 

3 ï 0,005% L G; 4 ï 0,0005% L G; 5 ï 0,00005% L G; 6 ï 0,05% V P; 7 ï 0,005% VP; 8 ï 

0,0005% VP 

 

Conform datelor analizate, putem observa, cŁ utilizarea glicozidelor vegetale din Linaria 

genistifolia Ἠi Verbascum phlomoides a influenἪat diametrul coloniilor tulpinii pŁstrate ´n stare 

liofilizatŁ, cu cel mai evident rezultat ´nregistrat la aplicarea concentraἪiei de 0,0005% a 

iridoidelor LG Ἠi de 0,005% a flavonoidelor VP.  

Culoarea miceliul aerian at©t la proba martor, c©t Ἠi la probele experimentale nu a suferit 

schimbŁri esenἪiale, variind ´n dependenἪŁ de compusul utilizat Ἠi concentraἪia acestuia de la 

albui p©nŁ la alb-gri cu nuanἪe de crem Ἠi alb de cretŁ. 

O schimbare mai evidentŁ a fost observatŁ ´n ce priveἨte culoarea miceliului de substrat a 

culturii studiate, cu nuanἪa gri-´nchis pentru proba martor Ἠi cafeniu, galben-verzui Ἠi samoa la 

probele experimentale. 

Este necesar de a menἪiona, cŁ peste 1 an de pŁstrare, la tulpina studiatŁ se menŞine 

proprietatea de a sintetiza pigmentul solubil care coloreazŁ mediul agarizat ´n culoarea roz-pal. 
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Forma coloniilor neregulatŁ at©t la martor, c©t Ἠi la majoritatea variantelor experimentale a 

rŁmas neschimbatŁ ´n urma procesului de liofilzare. VariaἪii ale formei coloniilor au fost 

observate la utilizarea ´n componenἪa mediului lioprotector a glicozidelor VP, unde ´n 

dependenἪŁ de concentraἪiile aplicate, au fost observate forma cutatŁ, neregulatŁ Ἠi concentricŁ a 

coloniilor. Nu au fost depistate diferenἪe esenἪiale ´ntre proba martor Ἠi variantele experimentale 

´n ce priveἨte profilul Ἠi marginile coloniilor studiate.  

Ċn continuarea cercetŁrilor la acest capitol, au fost studiate proprietŁἪilor morfo-culturale 

ale tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 dupŁ 1 an pŁstrare ´n stare liofilizatŁ Ἠi reactivare ´n 

prezenἪa glicozidelor LG Ἠi VP.  

Analiza datelor prezentate ´n tabelul 4.14. Ἠi figura 4.18, ne permite sŁ constatŁm, cŁ dupŁ 

1 an de pŁstrare a tulpinii de streptomicete, caracterele sale fenotipice nu au suferit modificŁri 

radicale. 

TendinἪa preparatelor glicozidice de a influenἪa diametrul coloniilor se pŁstreazŁ Ἠi la 

acestŁ etapŁ a cercetŁrilor. Astfel, coloniile de Streptomyces dezvoltate pe mediul agarizat 

Czapek dupŁ liofilizare ´n prezenἪa glicozidelor au avut un diametru mult mai mare dec©t ´n 

cazul probei martor. AceastŁ afirmaἪie corespunde mai ales variantei cu mediul de liofilizare 

suplimentat cu iridoide LG ´n concentraἪie de 0,0005%, Ἠi rehidratarea probei cu soluἪie de 

extract LG de 0,00005%. Ċn cazul utilizŁrii flavonoidelor VP, cele mai bune rezultate au fost 

obἪinute la probele pŁstrate ´n mediul lioprotector suplimentat cu extract VP ´n concentraἪie de 

0,005% Ἠi rehidratate soluἪie de 0,0005% ale aceluiaἨi extract.  

Nu au fost observate deosebiri majore ´ntre proba martor Ἠi cele experimentale ´n ce 

priveἨte culoarea miceliului aerian, cu o gamŁ de culori variind ´n diapazonul alb-gri ï gri ï albui 

ï alb de cretŁ. 

O gamŁ de culori Ἠi mai ´ngustŁ a fost observatŁ la miceliul de substrat, de culoare gri-

´nchis la proba martor Ἠi culoare samoa sau gri-´nchis la probele experimentale.  

DupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ, tulpina S. canosus CNMN-Ac-02 dezvoltŁ 

capacitatea de a sintetiza pigmentul solubil care coloreazŁ mediul agarizat ´n culoarea roz-pal. 

Aspectul coloniilor dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ ´n condiἪiile acestui experiment 

nu a ´nregistrat schimbŁri faἪŁ de formele iniἪiale. La fel, Ἠi ´n raport cu martorul, nu sunt atestate 

deosebiri esenἪiale: forma circularŁ cu margini bombate Ἠi profilul ombilicat al coloniilor pentru 

toate variantele studiate, marginea coloniilor netedŁ sau ondulatŁ.   
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Tabelul 4.14. ProprietŁἪile morfo-culturale ale tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

cultivate pe mediul Czapek, PL Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ Ἠi rehidratate ́ n 

prezenἪa glicozidelor de origine vegetalŁ 
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1.  

2.  3.  4.  5.  

6.  7.  8.  

Fig. 4.18. Aspectul coloniilor  la Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 pe mediul Czapek, PL 

(martor)  Ἠi dupŁ 1 an de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ (probele experimentale) Ἠi rehidratate 

´n prezenἪa glicozidelor de origine vegetalŁ: 1 ï Martor; 2 ï 0,05% L G + LG 0,005%; 3 ï 

0,005% L G + LG 0,0005%; 4 ï 0,0005% L G + LG 0,00005%; 5 ï 0,00005% L G + LG 

0,000005; 6 ï 0,05% VP + VP 0,005%; 7 ï 0,005% VP + VP 0,0005%; 8 ï 0,0005% VP + 

VP 0,00005% 

 

La finalul cercetŁrilor efectuate ´n vederea evidenἪierii acἪiunii glicozidelor vegetale 

asupra caracterelor morfo-culturale ale tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02, putem conclude, cŁ 

extractele vegetale studiate nu induc o variabilitate morfologicŁ evidentŁ a populaἪiei de 

streptomicete ´n procesul de pŁstrare ´n stare liofilizatŁ. Ċn calitate de indicator de adaptare a 

culturii la factorii de stres, poate fi atestatŁ producerea pigmentului solubil roz-pal de cŁtre 

tulpina studiatŁ.  

Rehidratarea culturii de streptomicete cu soluἪii apoase de glicozide vegetale accelereazŁ 

cu 48 ore germinarea sporilor.  
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4.3. Concluzii la capitolul 4 

Studiul acἪiunii extractelor cianobacteriene Ἠi vegetale asupra proprietŁἪilor morfo-

culturale ale tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 ´n procesul pŁstrŁrii ´n stare liofilizatŁ indicŁ 

asupra urmŁtoarelor concluzii: 

1. Extractele cianobacteriene (BioR Ἠi PSSZn) Ἠi glicozidele vegetale (iridoide Ἠi 

flavonoide) utilizate ´n calitate de lioprotectori ´n componenἪa mediului GelatinŁ + GlucozŁ la 

liofilizarea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 au asigurat o stabilitate morfologicŁ a culturii, 

caracterizatŁ de pŁstrarea caracterelor fenotilpice dupŁ 1 an de conservare a tulpinii. 

2. Dintre caracterele morfo-culturale studiate, cea mai scŁzutŁ variabilitate a 

manifestat-o culoarea miceliului aerian, forma, profilul Ἠi marginea coloniilor. 

3. O variabilitate relativŁ a fost ´nregistratŁ ´n ce priveἨte culoarea miceliului de 

substrat, deosebirile faἪŁ de proba martor fiind atestate chiar de la etapa de suspendare a culturii 

´n mediul lioprotector, pŁstr©ndu-se ´n urma procesului de liofilizare. 

4. Caracterul de formare a pigmentului solubil de culoare roz-pal, apŁrut ´n urma 

suspendŁrii culturii ´n mediul lioprotector suplimementat cu extracte glicozidice vegetale, indicŁ 

capacitatea de adaptare a tulpinii studiate la factorii de stres Ἠi creare a condiἪiilor de germinare a 

sporilor dupŁ liofilizare. 

5. Utilizrea soluἪiilor de glicozide vegetale contribuie la accelerarea vitezei de 

germinare a sporilor streptomicetei cu 48 ore. 

6. MenἪinerea tipului morfologic al coloniilor specifice pentru tulpina S. canosus 

CNMN-Ac-02, asigurarea unei creἨteri mai rapide Ἠi mai intense, manifestatŁ prin mŁrimile 

coloniilor obἪinute ´n procesul suspendŁrii, liofilizŁrii Ἠi reactivŁrii culturii dupŁ 1 an de pŁstrare 

´n prezenἪa extractelor cianobacteriene Ἠi vegetale, indicŁ asupra eficienἪei acestor preparate 

naturale ´n menἪinerea stabilitŁἪii Ἠi activitŁἪii streptomicetei ´n procesul de conservare. 
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5. ACŝIUNEA PREPARATELOR ASUPRA PRODUCTIVITŀŝII ķI 

SINTEZEI LIPIDELOR LA Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

 

Structura micelialŁ a actinomicetelor asigurŁ posibilitatea exprimŁrii diferenŞiate a 

genomurilor ´n procesul de creĸtere ĸi ca rŁspuns la condiŞiile permanent schimbŁtoare ale 

mediului de trai. O urmare a structurii lor complexe sunt Ἠi proprietŁἪile adaptive importante ale 

acestor microorganisme, determinate de capacitatea de a sintetiza un numŁr mare de metaboliἪi 

secundari. 

Streptomicetele prezintŁ un interes practic major, datoritŁ ciclului vital unic pentru 

procariote, precum Ἠi abilitŁἪii lor de a produce metaboliἪi secundari: antibiotice, enzime, 

erbicide, remedii anti-cancer, vitamine, imunomodulatori, lipide, factori de creἨtere a plantelor 

[63, 220, 221, 228, 248].  

Conform unui studiu a circa 20100 publicaŞii ĸtiinŞifice despre streptomicete, publicate ´n 

anii 2000-2017, aceste microorganisme sunt cele mai bogate surse cunoscute de substanŞe 

bioactive. De r©nd cu aceasta, datoritŁ metabolismului lor versatil, aceste bacterii sunt astŁzi cei 

mai importanŞi furnizori de echipament biocatalitic cu aplicaŞii avansate ´n biotehnologie [139].  

Nu mai puἪin important este Ἠi rolul tulpinilor producŁtoare de lipide. Conform 

caracteristicilor generale, streptomicetele nu conἪin acizi micolitici, dar conἪin cantitŁἪi 

considerabile de acizi graἨi polinesaturaἪi Ἠi lipide polare complexe cu conἪinut tipic de 

difosfatidil glicerol, fosfatidil etanolaminŁ, fosfatidil inozitol [139].  

Rolul lipidelor este foarte important Ἠi ´n procesul de conservare a microorganismelor, 

care presupune acἪiunea factorilor de stres termic Ἠi hidric. Majoritatea proceselor de deteriorare 

a celulelor ´n aceste condiἪii sunt bazate pe structurile membranelor celulare ï cele mai sensibile 

componente structurale ale obiectelor biologice conservate. Starea Ἠi raportul fracἪiilor lipidelor 

membranare sunt indici importanἪi ´n elucidarea mecanismelor de rŁspuns ale membranelor 

celulare la acἪiunea factorilor de stres, precum Ἠi ale mecanismelor de interacἪiune dintre 

componentele mediilor de liofilizare Ἠi lipidele membranare ´n vederea stabilizŁrii membranelor 

celulare [258].  

CondiἪiile de cultivare Ἠi componenἪa mediului nutritiv au un efect semnificativ asupra 

lipogenezei microorganismelor. Un factor important pentru procesul de lipogenezŁ este 

consideratŁ sursa de carbon utilizatŁ. Experimentele privind influenἪa compoziἪiei mediului 

nutritiv asupra biosintezei lipidelor Ἠi a fracἪiilor lipidice individuale ´n tulpina de colecἪie S. 

canosus 89 au indicat asupra acumulŁrii sporite de lipide ´n biomasa acestei tulpini la cultivare 
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pe mediu M-I cu diferiἪi aditivi. Cel mai bun efect a fost obἪinut prin adŁugarea de uleiuri 

vegetale, ´n special ulei de mŁsline sau muἨtar. Ċnlocuirea a jumŁtate din cantitatea de fŁinŁ de 

porumb cu amidon a condus la o creἨtere a randamentului biomasei la 13,16 g/l Ἠi la 11,14 g/l ´n 

proba martor. Folosirea fŁinii de soia ´n loc de fŁinŁ de porumb pentru cultivarea submersŁ a 

contribuit la creἨterea procentului de lipide, iar adŁugarea uleiului de mŁsline ´n acest mediu a 

influenἪat ´n mod semnificativ lipidogeneza, asigur©nd o cantitate de lipide ́ n biomasŁ 22,16%. 

Pentru tulpinŁ S. massasporeus 36, un efect stimulator a fost obἪinut la utilizarea mediului M10 

(unde 40 g/l fŁinŁ de porumb sunt ́ nlocuite cu 10 g/l cu fŁinŁ de soia). Cel mai mare procent de 

lipide ´n biomasŁ (13,56%) a fost obἪinut prin creἨterea acestei tulpini pe mediu de soia cu 

adŁugarea de ulei de mŁsline 0,1% [182]. 

Componentele de bazŁ ale membranelor biologice sunt fosfolipidele. La bacterii, aceastŁ 

fracἪie lipidicŁ posedŁ aceiaἨi configurare bistratificatŁ, ca Ἠi la stucturile membranare ale 

eucariotelor. MenἪinerea acestei configuraἪii este asiguratŁ de transformŁrile fazice ale lipidelor 

membranare ´n corespundere cu parametrii fizici ai mediului, ceea ce reprezintŁ un factor 

reglator ´n procesul de supraveἪuire a microorganismelor [171, 173, 189].  

Se presupune, cŁ eficienἪa mediilor protectoare, utilizate ´n procesul de liofilizare a 

microorganismelor, este determinatŁ de capacitatea lor de a menἪine echilibrul dintre diverse 

fracἪii lipidice, dintre lipide Ἠi proteine pentru a asigura stabilitatea membranelor ´n condiἪii de 

deshidratare sau temperaturi joase [266].  

FracἪiile fosfolipidice ale actinobacteriilor pot avea organizare structuralŁ diferitŁ, ´n 

dependenἪŁ de condiἪiile de temperaturŁ Ἠi hidratare. Streptomyces canosus este recunoscut ´n 

calitate de producŁtor valoros de fosfolipide, cu rol important ́n diverse procese fiziologice [50]. 

O importanἪŁ nu mai puἪin semnificativŁ ´n procesul de pŁstrare a microorganismelor o au 

sterinele ï fracἪie lipidicŁ cu rol important ´n procesele biologice fundamentale, cum ar fi 

semnalarea transducἪiei, reorganizarea citoscheletului, creἨterea asimetricŁ etc. Aceste 

componente sunt considerate molecule-cheie ́ n menἪinerea membranelor celulare ´ntr-o stare de 

fluiditate adecvatŁ funcἪiei. Rolul sterinelor ´n realizarea protecἪiei celulei a fost demonstratŁ ´n 

cadrul numeroaselor studii, fiind elucidatŁ acἪiunea lor de sporire a coeziunii membranelor 

pentru a le menἪine ´ntr-o stare dinamicŁ mai puἪin sensibilŁ faἪŁ de Ἠocurile termice [52, 112, 

204]. 

Ἡin©nd cont de specificul tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ´n calitate de 

producŁtor de lipide, dar Ἠi de importanἪa lipidelor ´n calitate de constituenἪi ai membranelor 

celulare, ne-am propus sŁ studiem acἪiunea preparatelor naturale utilizate ´n procesul liofilizŁrii 

asupra productivitŁἪii Ἠi componenἪei calitative Ἠi cantitative a lipidelor la cultura ´n studiu.  
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Acest studiu vine sŁ completeze, sŁ argumenteze Ἠi sŁ explice rezultatele cercetŁrilor 

efectuate la capitolele precedente, ´n vederea alegerii unor metode specifice de conservare a 

tulpinilor de streptomicete din ColecἪia NaἪionalŁ de Microorganisme Nepatogene.   

CercetŁrile la acest capitol au fost realizate conform urmŁtoarelor etape: 

1. Studiul influenἪei preparatelor cianobacteriene asupra dezvoltŁrii Ἠi activitŁἪii 

biosintetice a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02; 

2. Studiul influenἪei glicozidelor vegetale asupra dezvoltŁrii Ἠi activitŁἪii biosintetice a 

tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02. 

Ċn scopul studierii influenŞei preparatelor naturale asupra dezvoltŁrii ĸi activitŁŞii 

biosintetice a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02, a fost montatŁ o serie de experienŞe 

conform schemei din Figura 5.1.  

 

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

asupra dezvoltŁrii ĸi activitŁŞii biosintetice a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

 

5.1. Evaluarea acἪiunii preparatelor de origine cianobacterianŁ asupra 

productivitŁἪii Ἠi sintezei lipidelor la Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

Preparatele de origine cianobacterianŁ sunt de perspectivŁ datoritŁ faptului, cŁ ĸi-au 

manifestat efectul benefic asupra diferitor procese metabolice din celulele organismelor vii. Am 

considerat oportun de a realiza un studiu al particularitŁŞilor de acŞiune a unor astfel de preparate 

asupra tulpinii Streptomyces canosus, ´n calitate de producŁtor de lipide [75, 80].  

Ċn continuare sunt prezentate rezultatele testŁrii a douŁ preparate obŞinute din biomasa 

cianobacteriei Spirulina platensis: preparatul PSSZn (un complex de polizaharide sulfatate cu 

zinc) ĸi BioR (complex de aminoacizi Ἠi oligopeptide). Preparatele menŞionate au fost utilizate 
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pentru suplimentarea mediului M-I de cultivare a Streptomyces canosus ´n urmŁtoarele 

concentraŞii:  

- preparatul BioR ´n concentraŞiile 0,1%; 1,0%; 5,0%; 10,0%; 20,0%; 30,0%. 

- preparatul PSSZn ´n concentraŞiile 1,0%; 5,0%; 10,0%; 20,0%; 30,0%; 40,0%. 

Pentru ´nceput a fost studiatŁ influenἪa preparatelor BioR Ἠi PSSZn asupra numŁrului de 

celule viabile de streptomicete, exprimate ´n unitŁἪi formatoare de colonii UFC ml
-1

, la cultivarea 

tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 pe mediul complex lichid M-I [170]. 

Rezultatele prezentate ´n tabelul 5.1. indicŁ o influenἪŁ pozitivŁ a preparatului BioR ´n 

concentraἪie de 1,0% Ἠi 20,0%, care contribuie la formarea unei cantitŁἪi mai mari de celule 

active capabile sŁ germineze ´n urma ´nsŁm©nἪŁrii pe mediul agarizat Czapek [164, 247, 256, 

257].  

Tabelul 5.1. NumŁrul de UFC ml
-1

 a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ´n urma 

cultivŁrii pe mediul M-I suplimentat cu principii de origine cianobacterianŁ 

Varianta 
Titrul iniἪial, 

UFC ml
-1
 

Titrul final,  

UFC ml
-1
 

Titrul UFC ml
-1
, 

(%)  
% M artor  

Martor (M-I) 22,7*10
1
Ñ5,7 147,0*10

12
Ñ18,9 325,87Ñ7,76 100,00Ñ0,05 

M-I + BioR 0,1% 39,3*10
3
Ñ3,5 155,0*10

13
Ñ11,1 330,67Ñ3,46 101,47Ñ3,17 

M-I + BioR 1,0% 32,3*10
3
Ñ2,8 284,7*10

13
Ñ18,8 342,76Ñ2,65 105,18Ñ3,30 

M-I + BioR 5,0% 47,0*10
3
Ñ5,2 172,0*10

13
Ñ10,2 326,20Ñ2,88 100,10Ñ2,81 

M-I + BioR 10,0% 53,3*10
3
Ñ2,8 221,7*10

13
Ñ28,9 324,62Ñ1,57 99,61Ñ2,13 

M-I + BioR 20,0% 40,6*10
3
Ñ14,8 312,7*10

14
Ñ25,8 359,38Ñ13,73 110,28Ñ4,56 

M-I + BioR 30,0% 56,0*10
3
Ñ4,1 247,7*10

13
Ñ22,1 324,23Ñ1,83 99,49Ñ1,97 

M-I + PSSZn 1,0% 34,7*10
3
Ñ4,6 172,0*10

13
Ñ14,2 335,75Ñ4,51 103,03Ñ3,38 

M-I + PSSZn 5,0% 53,7*10
3
Ñ5,3 206,7*10

13
Ñ5,8 323,90Ñ2,79 99,39Ñ1,85 

M-I + PSSZn 10,0% 56,0*10
3
Ñ7,1 222,7*10

13
Ñ4,7 323,38Ñ3,87 99,23Ñ2,56 

M-I + PSSZn 20,0% 58,7*10
3
Ñ8,0 240,3*10

13
Ñ10,5 322,73Ñ3,79 99,03Ñ2,31 

M-I + PSSZn 30,0% 62,3*10
3
Ñ9,8 186,7*10

14
Ñ7,4 341,41Ñ4,00 104,76Ñ2,53 

M-I + PSSZn 40,0% 52,7*10
3
Ñ4,6 251,7*10

13
Ñ4,0 326,25Ñ2,44 100,11Ñ2,69 

P=0,05 

 

Astfel, numŁrul de UFC ´n urma cultivŁrii tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 pe mediul 

M-I suplimentat cu BioR ´n concentraἪia de 1,0% depŁἨea proba martor cu 5,18Ñ3,30%. Iar cel 

mai mare numŁr de UFC a fost ´nregistrat ´n urma cultivŁrii streptomicetei pe mediul suplimentat 

cu BioR ´n concentraἪia de 20,0%, valoarea fiind mai mare faἪŁ de proba martor cu 

10,28Ñ4,56%. 

Un efect similar a fost observat Ἠi la utilizarea preparatului PSSZn. O influenἪŁ pozitivŁ 

asupra numŁrului de germeni formatori de colonii a fost atestatŁ doar la utilizarea preparatului 

PSSZn ´n concentraἪiile de 1,0% Ἠi 30,0%. 

Ċn continuare a fost studiatŁ influenἪa preparatelor cianobacteriene asupra cantitŁἪii de 

biomasŁ Ἠi conἪinutului de lipide totale a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 (Tabelul 5.2.) 
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Datele din tabel indicŁ o influenἪŁ stimulatoare a preparatului BioR asupra creἨterii 

cantitŁἪii de biomasŁ, acest efect fiind direct proporἪional cu concentraἪia preparatului ´n mediu Ἠi 

variind ´n limitele 10,09Ñ2,26 ï 81,38Ñ3,86% (5,93Ñ0,04 ï 9,77Ñ0,29 g/l) ´n comparaἪie cu 

martorul. O stimulare maximalŁ a productivitŁἪii a fost ´nregistratŁ la concentraἪia de 20,0% de 

BioR ´n mediu, iar odatŁ cu depŁἨirea acestei concentraἪii optime, se observŁ tendinἪa de scŁdere 

a efectului stimulator [29]. 

Studiul influenἪei preparatului de polizaharide sulfatate PSSZn asupra creἨterii tulpinii S. 

canosus CNMN-Ac-02 a identificat o tendinἪŁ de stimulare similarŁ, dar un efect mai puἪin 

pronunἪat ´n comparaἪie cu preparatul BioR. Ċn acest caz a fost ´nregistratŁ o sporire a cantitŁἪii 

de biomasŁ cu 12,75Ñ1,52 ï 63,91Ñ4,07% (6,07Ñ0,35 ï 8,83Ñ0,15 g/l) ´n comparaἪie cu 

martorul, efectul maximal fiind asigurat ´n acest caz de concentraἪia de 30,0% a preparatului 

PSSZn, cu tendinἪa de scŁdere a efectului stimulator la mŁrirea ulterioarŁ a concentraἪiei 

preparatului [28, 186]. 

Tabelul 5.2. Cantitatea de biomasŁ Ἠi conἪinutul de lipide totale ale tulpinii Streptomyces 

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

cianobacterianŁ 

Varianta  
BAU  

(g/l) 

BAU 

(% martor)  

Lipide totale  

(% din BAU)  

Lipide totale 

(% martor)  

Martor (M-I) 5,38Ñ0,23 100,00Ñ0,05 15,14Ñ0,43 100,00Ñ0,05 

M-I + BioR 0,1% 5,93Ñ0,04 110,09Ñ2,26 20,95Ñ0,49 138,36Ñ0,49 

M-I + BioR 1,0% 6,37Ñ0,17 118,24Ñ2,98 15,79Ñ0,35 104,28Ñ3,49 

M-I + BioR 5,0% 6,55Ñ0,14 121,61Ñ2,60 13,55Ñ0,38 89,49Ñ2,15 

M-I + BioR 10,0% 6,84Ñ0,31 127,01Ñ9,80 11,82Ñ0,56 78,05Ñ5,83 

M-I + BioR 20,0% 9,77Ñ0,29 181,38Ñ3,86 10,69Ñ0,59 70,62Ñ5,97 

M-I + BioR 30,0% 7,90Ñ0,33 146,66Ñ10,81 10,52Ñ0,53 69,50Ñ4,23 

M-I + PSSZn 1,0% 6,07Ñ0,35 112,75Ñ1,52 14,51Ñ0,89 95,82Ñ5,99 

M-I + PSSZn 5,0% 7,00Ñ0,14 129,93Ñ1,75 9,33Ñ0,31 61,64Ñ3,78 

M-I + PSSZn 10,0% 7,59Ñ0,04 141,01Ñ7,62 9,78Ñ0,49 64,60Ñ3,97 

M-I + PSSZn 20,0% 7,89Ñ0,15 146,59Ñ6,50 10,83Ñ0,71 71,54Ñ5,36 

M-I + PSSZn 30,0% 8,83Ñ0,15 163,91Ñ4,07 11,59Ñ1,62 76,52Ñ10,96 

M-I + PSSZn 40,0% 7,80Ñ0,73 144,81Ñ16,90 10,62Ñ0,80 70,13Ñ3,70 
P=0,05 

 

Analiza rezultatelor prezentate ´n tabelul 5.2. cu privire la lipidogeneza tulpinii S. 

canosus CNMN-Ac-02 sub influenἪa principiilor BioR Ἠi PSSZn indicŁ un efect predominant 

inhibitor asupra acumulŁrii lipidelor totale ´n biomasŁ. Un efect pozitiv sesizabil ï 

138,36Ñ0,49% faἪŁ de martor a fost stabilit numai la utilizarea preparatului BioR ´n concentraἪie 

de 0,1%. Ċn acest context, Ἢinem sŁ remarcŁm predominanἪa coloniilor tipice ale culturii de 

culoare albuie ´n toate probele studiate. 
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Efectul inhibitor al preparatelor studiate asupra lipidogenezei se compenseazŁ prin 

stimularea producἪiei de biomasŁ, de aceea producἪia de lipide totale calculatŁ la 1 L mediu de 

cultivare depŁἨeἨte martorul cu 52,34Ñ2,44%, rezultatul final fiind obἪinerea unei cantitŁἪi 

sporite de lipide (Figura 5.2).  
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Fig. 5.2. Cantitatea de lipide totale obἪinute la 1 litru mediu de cultivare a  

Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ´n prezenἪa preparatelor cianobacteriene 

 

Astfel, cercetŁrile efectuate au confirmat acἪiunea stimulatoare a preparatelor de origine 

cianobacterianŁ asupra acumulŁrii de biomasŁ la streptomicete, astfel lŁrgindu-se spectrul de 

utilizare a acestor principii bioactive ´n calitate de stimulatori de creἨtere. Efectul preponderent 

inhibitor al preparatelor studiate asupra lipidogenezei, se deosebeἨte de rezultatele obἪinute 

anterior de BurἪeva S., care a constatat efectul stimulator al preparatelor native din Porphyridium 

cruentum Ἠi Spirulina platensis ́ n concentraἪii 0,1 ï 1,0 mg/l asupra lipidogenezei tulpinii S. 

canosus CNMN-Ac-02 (106,1 ï 164,3% Ἠi respectiv 104,8 ï 131,9% faἪŁ de martor) [28, 182]. 

DiferenἪa dintre aceste rezultate poate fi explicatŁ prin condiἪiile de cultivare diferite. 

Sinteza lipidelor ï substanἪe cu rol protector pentru celule, poate fi inhibatŁ la cultivarea tulpinii 

S. canosus CNMN-Ac-02 ´n condiἪii favorabile [90].  

Ċn continuare a fost realizat studiul cu privire la influenἪa principiilor de origine 

cianobacterianŁ BioR Ἠi PSSZn asupra raportului cantitativ al fracἪiilor lipidice obἪinute din 

biomasa S. canosus CNMN-Ac-02, ´n urma cultivŁrii acesteia pe mediul M-I. 

Ċn figura 5.3. sunt prezentate rezultatele evaluŁrii cantitative a fracἪiilor lipidice principale 

(fosfolipide, sterine, trigliceride) la tulpina S. canosus CNMN-Ac-02 cultivatŁ pe mediul lichid 

M-I care a fost suplimentat cu BioR ´n concentraἪie 0,1 ï 30,0%. Analiz©nd cantitatea de 
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fosfolipide din proba martor Ἠi probele experimentale, s-a constatat un efect pozitiv al 

preparatului BioR asupra ponderii fracἪiei menἪionate. Cele mai bune rezultate au fost 

´nregistrate la prezenἪa ´n mediul M-I a concentraἪiilor de 0,1% Ἠi 1,0% BioR, sporul pozitiv 

constituind 18,2Ñ0,54% Ἠi respectiv cu 25,39Ñ0,07% faἪŁ de proba martor. 

Preparatul BioR nu a manifestat o influenἪŁ evidentŁ asupra sintezei sterinelor la 

streptomicete Ἠi a avut o influenἪŁ uἨor inhibitoare asupra sintezei trigliceridelor.  

 
Fig. 5.3. Raportul cantitativ al fracἪiilor lipidice principale ´n biomasa de  

Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 sub influenἪa preparatului BioR 

 

Ċn figura 5.4. sunt prezentate rezultatele acἪiunii preparatului PSSZn asupra acumulŁrii 

fracἪiilor lipidice principale ´n biomasa S. canosus CNMN-Ac-02. 

O tendinἪŁ stimulatoare, similar preparatului BioR, a fost observatŁ ´n cazul sintezei 

fosfolipidelor. Dar acest efect stimulator a fost mult mai pronunἪat ´n acest caz, o stimulare 

maximalŁ a sintezei fosfolipidelor, fiind obἪinutŁ ´n urma suplimentŁrii mediului de cultivare M-I 

cu PSSZn 1,0%, ce asigurŁ o sporire a raportului de fosfolipide cu circa 40,0Ñ0,28%.  

Spre deosebire de preparatul BioR, care a inhibat producerea fracἪiei sterinice, utilizarea 

preparatul PSSZn a favorizat sinteza acestei fracἪii pentru toate concentraἪiile aplicate. Astfel, 

ponderea fracἪiei sterinice faἪŁ de proba martor a fost mai mare cu cca. 1,0Ñ0,23 ï 17,0Ñ0,28%. 
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Fig. 5.4. Raportul cantitativ al fracἪiilor lipidice principale ´n biomasa de Streptomyces 

canosus CNMN-Ac-02 sub influenἪa preparatului PSSZn 

 

Cel mai bun rezultat a fost ´nregistrat ´n urma suplimentŁrii mediului de cultivare M-I cu 

PSSZn 1,0% Ἠi a constituit 15,72Ñ1,00%, faἪŁ de 13,45Ñ0,36% ´n cazul probei martor.   

La fel Ἠi ´n cazul trigliceridelor preparatul PSSZn a avut un efect stimulator, deosebindu-se 

de preparatul BioR cu efect inhibitor.  

Efectul stimulator al preparatului PSSZn s-a manifestat la concentraἪiile sale de 5,0%, 

10,0% Ἠi 20,0%, cu valorile maxime de cca. 29,0Ñ2,03% fŁἪŁ de proba martor. 

Ċn continuare au fost analizate fracἪiile lipidice secundare: mono- Ἠi digliceridele, esterii 

sterolici Ἠi ceridele ´n biomasa de streptomicete cultivate ´n prezenἪa preparatelor cianobacteriene 

(Figurile 5.5. Ἠi 5.6.).  

Ċn cazul preparatului BioR, cantitatea de mono- Ἠi digliceride nu a suferit schimbŁri 

majore, prezent©nd valori apropiate de martor, iar ponderea ceridelor ´n fracἪia lipidicŁ s-a 

micἨorat cu cca. 5,0Ñ0,60 ï 27,0Ñ0,52%, comparativ cu proba martor. Pe c©nd, analiza fracἪiei 

de esteri sterolici a relevat o creἨtere continuŁ a acesteia, odatŁ cu majorarea concentraἪiei 

preparatului BioR ´n mediul de cultivare M-I, efectul stimulator maximal de 29,0Ñ1,71% faἪŁ de 

proba martor ´nregistr©ndu-se la concentraἪia 30,0% BioR.    
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Fig. 5.5. Raportul cantitativ al fracἪiilor lipidice secundare ´n biomasa de  

Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ´n urma cultivŁrii pe mediul M-I suplimentat cu BioR 

 

Ċn continuare sunt prezentate Ἠi analizate rezultatele studiului acἪiunii preparatului PSSZn, 

asupra raportului cantitativ al fracἪiilor lipidice secundare la tulpina S. canosus CNMN-Ac-02 

cultivatŁ pe mediul lichid complex M-I (Figura 5.6.). 

 

Fig. 5.6. Raportul cantitativ al fracἪiilor lipidice secundare ́ n biomasa de Streptomyces 

canosus CNMN-Ac-02 ´n urma cultivŁrii pe mediul M-I suplimentat cu PSSZn 

 

Analiz©nd datele obἪinute pentru fracἪia de mono- Ἠi digliceride, poate fi constatat faptul 

cŁ preparatul PSSZn practic nu influenἪeazŁ sinteza acestei fracἪii, iar ´n unele cazuri chiar o 

inhibŁ.   

Ċn ce priveἨte acἪiunea preparatului PSSZn asupra sintezei esterilor sterolici, se observŁ o 

legitate diferitŁ de cea observatŁ ´n cazul preparatului BioR. DacŁ ´n cazul utilizŁrii BioR-ului, 
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ponderea acestei fracἪii a crescut la aplicarea concentraἪiilor mari, ´n cazul PSSZn efectul 

stimulator a fost remarcat la utilizarea concentraἪiilor mici Ἠi medii. Un efect stimulator de circa 

26,0Ñ0,44% faἪŁ martor a fost ´nregistrat ´n diapazonul concentraἪiilor preparatului 

cianobacterian cuprins ´ntre 1,0 ï 20,0%. 

O influenἪŁ inhibitoare, similarŁ acἪiunii BioR-ului, se observŁ ´n cazul fracἪiei de ceride 

´n biomasa obἪinutŁ la cultivarea streptomicetelor ´n prezenἪa preparatului PSSZn.  

Astfel, dacŁ ´n proba martor ponderea de ceride constituia 24,62Ñ1,55%, ´n urma 

suplimentŁrii mediului de cultivare M-I cu PSSZn ´n concentraἪii de 1,0 ï 40,0% s-a observat o 

scŁdere cantitativŁ a acestei fracἪii p©nŁ la 14,8Ñ2,07 ï 21,09Ñ3,84%, ceea ce reprezintŁ o 

inhibare a sintezei cu cca. 15,0Ñ1,43 ï 34,0Ñ4,54% comparativ cu proba martor [190]. 

DacŁ e sŁ ne referim la cercetŁrile anterioare efectuate de BurἪeva S. cu scopul 

evidenἪierii modificŁrilor ´n compoziἪia fracἪionarŁ a lipidelor la tulpina S. canosus CNMN-Ac-

02 sub influenἪa principiilor bioactive obἪinute din microalge Ἠi cianobacterii, putem afirma cŁ 

ele au evidenἪiat o acἪiune selectivŁ a preparatelor. Preparatele microalgale ´n cantitate de 1 mg/l 

au asigurat acumularea maximŁ de lipide ́ n biomasa streptomicetei. A fost determinat intervalul 

optim de stimulare a lipogenezei pentru preparatul biologic PC: 0,1 ï 10 mg/l. Ipoteza ce explicŁ 

acest efect afirmŁ rolul acestor preparate ´n activarea enzimelor care regleazŁ sinteza lipidelor 

din celula microbianŁ [182] 

Astfel, prin adŁugarea preparatelor din microalga roἨie Porphyridium cruentum, ponderea 

cantitativŁ a fracἪiilor lipidice polare, ´n special a fosfolipidelor scade, cantitatea de sterine 

practic rŁm©ne la nivelul probei martor, iar ´n ce priveἨte fracἪiile de esteri sterolici Ἠi ceride se 

observŁ o majorare de p©nŁ la 131,4% comparativ cu proba martor.  

Ċn cazul utilizŁrii preparatelor din Spirulina platensis s-a observat o creἨtere a cantitŁἪii 

fosfolipidelor cu cca. 115,8% comparativ cu proba martor.  

Stimularea sintezei sterinelor, a avut loc numai ´n prezenἪa extractelor din cianobacteria 

Nostoc linckia: 115,2% comparativ cu proba martor, la utilizarea concentraἪiei extractului de 

10,0 mg/l [182].  

Un aspect pozitiv este cŁ aceste extracte au capacitatea de a stimula at©t acumularea de 

biomasŁ, c©t Ἠi sinteza lipidelor Ἠi a fracἪiilor individuale de lipide.  

Astfel, at©t datele din literaturŁ, c©t Ἠi rezultatele obἪinute la acest compartiment confirmŁ 

acἪiunea stimulatoare a preparatelor de origine cianobacterianŁ asupra creἨterii, dezvoltŁrii Ἠi 

activitŁἪii biosintetice la diferite grupe de microorganisme, inclusiv tulpina de streptomicete S. 

canosus CNMN-Ac-02. Mai mult ca at©t, rezultatele obἪinute demonstreazŁ, cŁ principiile de 

orgine cianobacterianŁ pot influenἪa compoziἪia fracἪionarŁ a lipidelor la streptomicete. 
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5.2. Evaluarea acἪiunii preparatelor de origine vegetalŁ asupra productivitŁἪii Ἠi 

sintezei lipidelor la Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

A fost studiatŁ influenἪa extractelor glicozidice LG (din Linaria genistifolia) Ἠi VP (din 

Verbascum phlomoides) asupra numŁrului de celule viabile de streptomicete, exprimate ´n unitŁἪi 

formatoare de colonii UFC ml
-1

. Chae Ἠi co-autorii (2009) au efectuat experienἪe similare [33]. 

DupŁ cum se vede din tabelul 5.3., ´n toate probele experimentale titrul UFC depŁἨeἨte 

probele martor, ceea ce atestŁ o activitate ´naltŁ a extractelor glicozidice. 

Astfel, ´n prezenἪa ´n mediul de culturŁ a iridoidelor LG ´n concentraἪii de 0,05 ï 

0,0005%, numŁrul UFC a crescut cu 5,7Ñ4,39 ï 10,85Ñ2,49% ́ n comparaἪie cu proba martor, cel 

mai bun rezultat fiind asigurat de concentraἪia 0,05% a extractului.  

Rezultate Ἠi mai bune au fost obἪinute la utilizarea flavonoidelor VP ´n concentraἪie de 

0,0005%, unde numŁrul UFC ´n proba experimentalŁ a depŁἨit cu 17,62Ñ9,47% proba martor.  

La urmŁtoarea etapŁ a cercetŁrilor a fost studiatŁ influenἪa celor 2 extracte vegetale 

asupra acumulŁrii de biomasŁ Ἠi conἪinutului de lipide la S. canosus CNMN-Ac-02. 

Tabelul 5.3. NumŁrul UFC ml
-1

 a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ´n urma 

cultivŁrii pe mediul M-I suplimentat cu extracte de origine vegetalŁ 

Varianta 
Titrul iniἪial, 

UFC ml
-1
 

Titrul final,  

UFC ml
-1
 

Titrul, (%)  % Martor  

Martor (M-I) 48,0*10
1
Ñ10,7 92,0*10

8
Ñ10,8 372,62Ñ14,71 100,00Ñ0,05 

M-I + LG 0,05% 85,3*10
1
Ñ10,2 126,0*10

10
Ñ11,1 413,08Ñ6,98 110,85Ñ2,49 

M-I + LG 0,005% 136,0*10
1
Ñ9,0 219,3*10

10
Ñ18,2 393,89Ñ3,25 105,70Ñ4,39 

M-I + LG 0,0005% 115,0*10
1
Ñ9,0 168,0*10

10
Ñ22,1 399,48Ñ5,58 107,20Ñ5,42 

M-I + VP 0,05% 154,3*10
1
Ñ31,2 125,0*10

10
Ñ19,9 379,98Ñ8,27 101,97Ñ2,17 

M-I + VP 0,005% 165,7*10
1
Ñ23,8 164,7*10

10
Ñ10,3 379,82Ñ7,26 101,93Ñ3,42 

M-I + VP 0,0005% 65,7*10
1
Ñ22,4 188,0*10

10
Ñ18,1 438,30Ñ24,28 117,62Ñ9,47 

P=0,05 

 

Ċn tabelul 5.4. sunt prezentate rezultatele referitoare la capacitatea acumulŁrii de biomasŁ 

Ἠi activitatea de lipidogenezŁ a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 cultivatŁ pe mediul lichid 

complex M-I suplimentat cu glicozide vegetale LG Ἠi VP ´n diferite concentraἪii. Analiz©nd 

acἪiunea extractului LG asupra creἨterii streptomicetelor, a fost constatat cŁ numai la 

concentraἪia de 0,05% a avut un impact pozitiv asupra acumulŁrii biomasei, proba experimentalŁ 

fiind mai mare cu 134,17Ñ4,49% faἪŁ de martor. OdatŁ cu micἨorarea concentraἪiei extractului 

LG scade Ἠi cantitatea de biomasŁ. Aici ar trebui sŁ menἪionŁm Ἠi faptul cŁ din cele 2 tipuri de 

colonii caracteristice tulpinii studiate, s-a observat predominarea coloniilor de culoare gri, fapt ce 

explicŁ diferenἪa faἪŁ de rezultatele obἪinute ´n seria experimentalŁ precedentŁ ´n ceea ce priveἨte 

conἪinutul de lipide ´n proba martor. Extractul VP a demonstrat o influenἪŁ inhibitoare asupra 
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creἨterii tulpinii S.canosus CNMN-Ac-02. Utiliz©nd flavonoidele ´n concentraἪie de 0,05% Ἠi 

0,005%, cantitatea de biomasŁ a scŁzut cu cca. 34,0Ñ0,85 ï 35,0Ñ1,43%, iar pentru concentraἪia 

de 0,005%, efectul inhibitor este minimal.   

Tabelul 5.4. Cantitatea de biomasŁ Ἠi conἪinutul de lipide totale la tulpina Streptomyces 

canosus CNMN-Ac-02 ´n urma cultivŁrii pe mediul M-I suplimentat cu extracte glicozidice 

vegetale 

Varianta  
BAU,  

(g/l) 

BAU,  

(% M artor)  

Lipide totale, 

(% din BAU) 

Lipide totale,  

(% Martor ) 

Martor (M-I) 8,15Ñ0,50 100,00Ñ0,05 6,40Ñ0,27 100,00Ñ0,05 

M-I + glicozide LG 0,05% 10,94Ñ0,60 134,17Ñ4,49 3,81Ñ0,35 59,52Ñ3,37 

M-I + glicozide LG 0,005% 7,05Ñ0,59 86,44Ñ4,63 4,89Ñ0,47 76,36Ñ7,92 

M-I + glicozide LG 0,0005% 5,55Ñ0,62 68,14Ñ8,52 10,16Ñ1,65 158,67Ñ24,01 

M-I + glicozide VP 0,05% 5,38Ñ0,53 65,96Ñ4,44 12,88Ñ0,12 201,14Ñ9,79 

M-I + glicozide VP 0,005% 5,42Ñ0,52 66,52Ñ2,34 10,21Ñ0,41 159,45Ñ1,82 

M-I + glicozide VP 0,0005% 7,64Ñ0,50 93,74Ñ3,35 11,38Ñ0,68 177,78Ñ4,79 
P=0,05 

 

Studiul influenἪei glicozidelor vegetale asupra procesului de lipidogenezŁ la tulpina S. 

canosus CNMN-Ac-02 a demonstrat o activitate stimulatoare a preparatului LG ´n concentraἪie 

de 0,0005%/V, cantitatea de lipide constituind 158,67Ñ24,01% faἪŁ de martor. O acἪiune 

stimulatoare Ἠi mai importantŁ a fost ´nregistratŁ la utilizarea flavonoidelor VP cu un randament 

al lipidogenezei de 159,45Ñ1,82 ï 201,14Ñ9,79% faἪŁ de martor Ἠi cea mai mare cantitate de 

lipide asiguratŁ de concentraἪia de 0,005% a preparatului VP ´n mediul de culturŁ. Astfel, 

comparativ cu proba martor cantitatea de lipide totale creἨte de peste 1,5 ï 2,0 ori. 

Acest studiu a pus ´n evidenἪŁ dependenἪa invers proporἪionalŁ dintre acumularea de 

biomasŁ Ἠi sinteza lipidelor la S. canosus CNMN-Ac-02 la cultivare ´n prezenἪa glicozidelor 

vegetale. Ċn cazul c©nd extractul vegetal are un efect stimulator asupra creἨterii tulpinii, se 

observŁ inhibarea lipidogenezei Ἠi viceversa.   

Prin urmare, dupŁ cum se vede din Figura 5.7, efectul cumulativ al extractelor vegetale, 

exprimat prin cantitatea de lipide obἪinute la 1 litru de mediu, este negativ pentru glicozidele LG 

´n concentraἪie 0,05% Ἠi 0,005% Ἠi pozitiv la concentraἪia de 0,0005%. AcἪiunea stimulatoare a 

flavonoidelor este mult mai exprimatŁ, efectul maximal fiind ´nregistrat la o concentraἪie de 

0,0005% a preparatului VP.   
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Fig. 5.7. AcἪiunea extractelor vegetale asupra cantitŁἪii totale de lipide (g/l) ´n biomasa de 

Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 

 

Ċn continuare sunt prezentate Ἠi analizate rezultatele studiului acἪiunii glicozidelor din 

Linaria genistifolia Ἠi Verbascum phlomoides asupra modificŁrii compoziἪiei fracἪionale a 

lipidelor din biomasa tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 la cultivare pe mediu complex lichid M-

I. Ċn Figura 5.8. este prezentat raportul cantitativ al fracἪiilor lipidice principale din biomasa S. 

canosus CNMN-Ac-02, care au suportat modificŁri sub influenἪa glicozidelor iridoide LG. 

Astfel, pentru proba martor a fost ´nregistrat urmŁtorul raport: fosfolipide ï 15,78Ñ1,28%; sterine 

ï 6,42Ñ1,48%; trigliceride ï 18,57Ñ0,26%.   

 

 

Fig. 5.8. InfluenἪa glicozidelor LG asupra raportului cantitativ al fracἪiilor principale de 

lipide la tulpina Streptomyces canosus CNMN-Ac-02  
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Analiz©nd modificŁrile conἪinutului fracἪiei de fosfolipide ´n probele experimentale, se 

observŁ un conἪinut procentual redus al acestei fracἪii faἪŁ de proba martor. AceeaἨi situaἪie se 

observŁ Ἠi pentru fracἪia trigliceridelor. Astfel, glicozidele obἪinute din LG inhibŁ sinteza 

fracἪiilor de fosfolipide Ἠi trigliceride, efectul inhibitor exprim©ndu-se ´n cazul tuturor 

concentraἪiilor aplicate ale preparatului. 

AdŁugarea ´n mediul de cultivare a glicozidelor LG are efect pozitiv asupra cantitŁἪii de 

sterine din biomasa tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02. Acest efect este evident pentru toate 

concentraἪiile preparatului, iar cea mai mare cantitate de sterine ï 16,03Ñ0,26% (cu cca. 150,0% 

mai mult comparativ cu martorul) este asiguratŁ de suplimentarea mediului de cultivare M-I cu 

glicozide LG ´n concentraἪia 0,0005%. Astfel, extractele glicozidice LG contribuie activ la 

sinteza sterinelor de cŁtre S. canosus CNMN-Ac-02, cantitatea acestei fracἪii major©ndu-se de 

2,2 ï 2,5 ori comparativ cu proba martor. 

Ċn continuare sunt prezentate modificŁrile fracἪiilor lipidice secundare (mono- Ἠi 

digliceride, esteri sterolici, ceride) din biomasa de S. canosus CNMN-Ac-02 la cultivare pe 

mediul lichid complex M-I, suplimentat cu glicozide LG ´n diferite concentraἪii (Figura 5.9.). 

Analiz©nd rezultatele obἪinute, putem afirma, cŁ preparatul LG a influenἪat pozitiv 

raportul cantitativ al fracἪiei mono- Ἠi digliceridelor din biomasa S. canosus CNMN-Ac-02, 

contribuind la sporirea cantitŁἪii de mono- Ἠi digliceride cu cca. 43,0Ñ0,64 ï 62,0Ñ4,68% ´n 

comparaἪie cu proba martor. ModificŁri neesenἪiale au fost ´nregistrate pentru fracἪia de esteri 

sterolici la suplimentarea mediului de culturŁ cu preparatul LG. Iar efectul glicozidelor din 

Linaria asupra fracἪiei de ceride poate fi calificat drept unul dependent de concentraἪia 

glicozidelor, fiind inhibitor la concentraἪiile 0,005 ï 0,0005% Ἠi stimulator la concentraἪia 

preparatului de 0,05%.   

 

Fig. 5.9. InfluenἪa glicozidelor LG asupra raportului cantitativ al fracἪiilor 

secundare de lipide la tulpina Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 
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Ċn continuare a fost studiatŁ acἪiunea flavonoidelor VP (obἪinute din Verbascum 

phlomoides) asupra compoziἪiei fracἪionare a lipidelor din biomasa tulpinii S. canosus CNMN-

Ac-02. 

Analiz©nd modificŁrile fracἪiilor lipidice principale (Figura 5.10.), trebuie de remarcat 

faptul, cŁ influenἪa glicozidelor VP asupra fosfolipidelor, sterinelor Ἠi trigliceridelor este similarŁ 

glicozidelor LG. Acestea duc la scŁderea cantitŁἪii de fosfolipide Ἠi trigliceride raportate la 

cantitatea de lipide totale, iar cantitatea de sterine creἨte semnificativ ´n comparaἪie cu proba 

martor. 

Pornind de la o cantitate de fosfolipide ´n proba martor de 15,78Ñ1,28%, observŁm 

diminuarea acestei fracἪii cu circa 30,0Ñ0,69 ï 38,0Ñ0,23% ´n prezenἪa concentraἪiilor studiate 

ale preparatului VP. AcelaἨi efect inhibitor al preparatului VP, variind ´n limitele 26,0Ñ0,36 ï 

35,0Ñ0,15%, se observŁ Ἠi ´n cazul trigliceridelor.  

Efectul pozitiv asupra sintezei sterinelor a fost constatat ´n toate probele experimentale 

suplimentate cu glicozide VP. Cel mai puternic efect stimulator s-a manifestat la concentraἪia de 

0,0005% a preparatului VP, cantitatea de sterine fiind de aproape 3 ori mai mare comparativ cu 

proba martor.  

 

Fig. 5.10. InfluenἪa glicozidelor VP asupra raportului cantitativ al fracἪiilor principale de 

lipide la tulpina Streptomyces canosus CNMN-Ac-02  

 

Ċn continuare sunt prezentate modificŁrile observate ´n compoziἪia fracἪiilor lipidice 

secundare la tulpina S. canosus CNMN-Ac-02 sub influenἪa flavonoidelor (Figura 5.11.). 

Astfel, prezenἪa flavonoidelor VP ´n mediul de culturŁ duce la sporirea cantitŁἪii fracἪiilor 

mono-, digliceridelor Ἠi esterilor sterolici la tulpinia studiatŁ de streptomicete. 

Analiz©nd fracἪia mono- Ἠi digliceridelor, putem constatŁ o dependenἪŁ invers 

proporἪionalŁ dintre concentraἪia preparatului VP Ἠi efectul sŁu stimulator. Pornind de la o 
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stimulare de 33,0Ñ3,29% faἪŁ de martor pentru concentraἪia preparatului VP de 0,05%, se obἪine 

o cantitate de mono- Ἠi digliceride cu cca. 85,0Ñ5,37% mai mare faἪŁ de proba martor pentru 

concentraἪia de 0,0005% a preparatului glicozidic VP.   

FracἪia esterilor sterolici a suferit modificŁri mai puἪin importante sub influenἪa 

preparatului VP. Ċn cazul utilizŁrii glicozidelor VP ´n concentraἪiile de 0,05% Ἠi 0,0005%, 

cantitatea de esteri sterolici constituia 14,69Ñ0,90% Ἠi 14,26Ñ0,61%, respectiv (cu cca. 

20,0Ñ2,63 ï 24,0Ñ3,97 % mai mult ´n comparaἪie cu proba martor). 

O dependenἪŁ diferitŁ dintre concentraἪia Ἠi acἪiunea extractului VP (Verbascum) a fost 

observatŁ ´n cazul fracἪiei de ceride. Pornind de la un efect stimulator de cca. 16,0Ñ1,42% faἪŁ de 

proba martor la utilizarea unei concentraἪii de 0,05% a preparatului VP, odatŁ cu micἨorarea 

concentraἪiei extractului glicozidic scade esenἪial Ἠi cantitatea de ceride (cu cca. 6,0Ñ0,76 ï 

25,0Ñ3,81% mai puἪin faἪŁ de proba martor). 

 

Fig. 5.11. InfluenἪa glicozidelor VP asupra raportului cantitativ al fracἪiilor secundare de 

lipide la tulpina Streptomyces canosus CNMN-Ac-02  

 

Este necesar de remarcat faptul, cŁ glicozidele vegetale obἪinute din Linaria genistifolia 

Ἠi Verbascum phlomoides influenἪeazŁ ´n acelaἨi mod raportul cantitativ al sterinelor la tulpina S. 

canosus CNMN-Ac-02. O cantitate ´naltŁ de sterine ´n membrana celularŁ contibuie la o 

pregŁtire mai bunŁ a celulelor de streptomicete de a rezista la factorii de stres pe parcursul 

liofilizŁrii. 

Cu toate acestea, compar©nd rezultatele descrise ´n acest compartiment, cu cele din 

compartimentul 3.2 devine clar, cŁ nu existŁ o corelare ´ntre acἪiunea glicozidelor asupra 

cantitŁἪii de biomasŁ Ἠi/sau coraportul fracἪiilor lipidice cu viabilitatea culturii dupŁ liofilizare. 

Ca Ἠi ´n cazul extractelor cianobacterine, extractele glicozidice pot fi aplicate cu succes ´n 

biotehnologiile orientate spre obἪinerea produselor ἪintŁ din biomasa de S. canosus CNMN-Ac-

02. 
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5.3. Concluzii la capitolul 5 

Studiul acἪiunii preparatelor de origine cianobacterianŁ Ἠi vegetalŁ asupra creἨterii, 

dezvoltŁrii Ἠi activitŁἪii biosintetice a tulpinii de streptomicete S. canosus CNMN-Ac-02 a permis 

evidenἪierea urmŁtoarelor concluzii: 

1. Extractele de origine cianobacterianŁ (BioR Ἠi PSSZn) influenἪeazŁ pozitiv 

procesul de acumulare a biomasei la cultivarea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 pe mediul 

complex lichid M-I, ´nregistr©nd un efect stimulator maximal de 181,38Ñ3,86% ´n raport cu 

proba martor ´n cazul utilizŁrii preparatului BioR Ἠi 163,91Ñ4,07% ´n cazul utilizŁrii prepartului 

de expolizaharide sulfatate.  

2. Lipidogeneza este influenἪatŁ pozitiv de flavonoide (cu un efect maximal de 

stimulare de 201,14Ñ9,79% ´n raport cu proba martor), pe fonul inhibŁrii procesului de 

acumulare a biomasei la S. canosus CNMN-Ac-02. 

3. Extractele naturale studiate influenἪeazŁ compoziἪia fracἪionarŁ a lipidelor la 

streptomicete, mai cu seamŁ raportul fracἪiilor de bazŁ. 

4. Extractele de origine cianobacterianŁ BioR Ἠi PSSZn 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 vegetalŁ (glicozide din Linaria genistifolia Ἠi Verbascum 

phlomoides) sporesc de 2 ï 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 ἧI RECOMANDŀRI 
 

Rezultatele obἪinute ´n corelaἪie cu ipotezele emise, scopul Ἠi obiectivele formulate ´n 

cadrul tezei de doctor ĂViabilitatea Ἠi variabilitatea tulpinii  Streptomyces canosus CNMN-

Ac-02 dupŁ liofilizare ´n prezenἪa compuἨilor de origine cianobacterianŁ Ἠi vegetalŁò, au 

condus la formularea urmŁtoarelor concluzii generale: 

1. Utilizarea extractelor cianobacteriene Ἠi vegetale ´n calitate de agenἪi lioprotectori, 

asigurŁ o ratŁ de supravieἪuire sporitŁ, cu cca. 40,0Ñ6,30 ï 61,0Ñ3,50%, a tulpinii Streptomyces 

canosus CNMN-Ac-02 ´n procesul liofilizŁrii, precum Ἠi o stabilitate morfologicŁ a culturii, 

caracterizatŁ de pŁstrarea caracterelor fenotipice dupŁ 1 an de conservare a tulpinii [17, 39-41]. 

2. Utilizarea extractului de polizaharide sulfatate PSSZn ´n concentraἪie de 30,0% ´n 

componenἪa mediului lioprotector GelatinŁ 2,5% + GlucozŁ 7,5% atestŁ cel mai bun efect 

lioprotector dintre toate extractele cianobacteriene testate [41]. 

3. Glicozidele vegetale obἪinute din Linaria genistifolia Ἠi Verbascum phlomoides au 

manifestat o acἪiune lioprotectoare mai pronunἪatŁ comparativ cu extractele cianobacteriene, cel 

mai bun efect fiind ´nregistrat la suplimentarea mediului lioprotector GelatinŁ 2,5% + GlucozŁ 

7,5% cu iridoide din Linaria genistifolia ́ n concentraἪie de 0,0005% [39]. 

4. Preparatele naturale studiate s-au manifestat nu doar ´n calitate de agenἪi 

lioprotectori, ci Ἠi ca modulatori ai producerii de biomasŁ Ἠi lipide de cŁtre tulpina S. canosus 

CNMN-Ac-02 la cultivare submersŁ pe mediul complex lichid M-I [28, 29].  

5. Extractele cianobacteriene Ἠi glicozidele vegetale studiate pot fi aplicate cu succes 

´n biotehnologiile orientate spre obἪinerea produselor ἪintŁ din biomasa de Streptomyces canosus 

CNMN-Ac-02. 

 

Aportul personal. Rezultatele obἪinute Ἠi analiza acestora, generalizŁrile Ἠi concluziile 

conform temei abordate aparἪin integral autorului. Ċn comun cu colegii Institutului de 

Microbiologie Ἠi Biotehnologie Ἠi Institutului de GeneticŁ, Fiziologie Ἠi ProtecἪia Plantelor au 

fost obἪinute 4 brevete de invenἪie, astfel autorului ´i revine cota parte ´n corespundere cu lista 

autorilor.  

Rezultatele ἨtiinἪifice principale, care au contribuit la soluἪionarea problemei ἨtiinἪifice 

importante puse ´n faἪa acestei lucrŁri (elucidarea acѿiunii preparatelor de origine 

cianobacterianŁ ѽi vegetalŁ ´n calitate agenѿi lioprotecori pentru liofilizarea tulpinii S. canosus 

CNMN-Ac-02, ceea ce a dus la evidenѿierea eficienѿei acestor preparate ´n menѿinerea 

viabilitŁѿii ѽi stabilitŁѿii streptomicetei ´n procesul pŁstrŁrii ´n stare liofilizatŁ, fapt ce a permis 
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perfecѿionarea metodelor de pŁstrare a culturii ´n cadrul Colecѿiei NaŞionale de 

Microorganisme Nepatogene), sunt urmŁtoarele: 

- EficienἪa preparatelor de origine cianobacterianŁ Ἠi vegetalŁ ´n calitate de agenἪi lioprotectori 

este confirmatŁ de rata de supravieἪuire sporitŁ, cu cca. 40,0Ñ6,30  ï 61,0Ñ3,50%, a tulpinii 

Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 ´n procesul liofilizŁrii, precum Ἠi stabilitatea 

morfologicŁ a culturii dupŁ 1 an de pŁstrare. 

- AcἪiunea protectoare a preparatelor obἪinute din biomasa de spirulinŁ este confirmatŁ Ἠi de 

efectul lor stimulator (cu circa 30,0%) asupra fracἪiei fosfolipidice a membranelor celulare la 

tulpina S. canosus CNMN-Ac-02. 

Ċn aspect teoretic, rezultatele lucrŁrii au adus o contribuἪie importantŁ la fundamentarea 

ἨtiinἪificŁ Ἠi demonstrarea posibilitŁἪii utilizŁrii extractelor de origine cianobacterianŁ Ἠi vegetalŁ 

at©t ´n calitate de protectori la liofilizarea streptomicetelor, c©t Ἠi stimulatori ai productivitŁἪii Ἠi 

lipidogenezei la tulpina Streptomyces canosus CNMN-Ac-02. 

Ċn aspect aplicativ, au fost elaborate Ἠi brevetate 4 medii de protecἪie noi pentru 

liofilizarea Ἠi pŁstrarea durabilŁ a tulpinii studiate; au fost propuse medii nutritive noi pentru 

sporirea potenἪialului biosintetic Ἠi reglare a raportului fracἪiilor lipidice la tulpina Streptomyces 

canosus CNMN-Ac-02. 

Rezultatele ἨtiinἪifice obἪinute ´n lucrare au fost aprobate la urmŁtoarele foruri 

ἨtiinἪifice naἪionale Ἠi internaἪionale: 19-ʷ ʄʝʞʜʫʥʘʨʦʜʥʘʷ ʧʫʱʠʥʩʢʘʷ ʰʢʦʣʘ-ʢʦʥʬʝʨʝʥʮʠʷ 

ʤʦʣʦʜʳʭ ʫʯʸʥʳʭ çɹʠʦʣʦʛʠʷ ï ʅʘʫʢʘ XXI ʚʝʢʘè, (ʇʫʱʠʥʦ, 2015); 5-ʡ ɺʩʝʨʦʩʩʠʡʩʢʠʡ 

ʩʠʤʧʦʟʠʫʤ ʩ ʤʝʞʜʫʥʘʨʦʜʥʳʤ ʫʯʘʩʪʠʝʤ "ɸʚʪʦʪʨʦʬʥʳʝ ʤʠʢʨʦʦʨʛʘʥʠʟʤʳ", ʄʦʩʢʚʘ, ʄɻʋ 

ʠʤʝʥʠ ʄ.ɺ. ʃʦʤʦʥʦʩʦʚʘ. ɹʠʦʣʦʛʠʯʝʩʢʠʡ ʬʘʢʫʣʴʪʝʪ, (ʄʦʩʢʚʘ, 2015); II ʄʝʞʜʫʥʘʨʦʜʥʘ ̫

ʥʘʫʯʥʦ-ʧʨʘʢʪʠʯʝʩʢʘ ̫ʢʦʥʬʝʨʝʥʮʠ,̫ ʧʦʩʚʷʱʝʥʥʘ ̫105-ʣʝʪʠʶ ʩʦ ʜʥʷ ʨʦʞʜʝʥʠʷ ʧʨʦʬʝʩʩʦʨʘ 

ʕʤʠʣʠʠ ɸʜʨʠʷʥʦʚʥʳ ʐʪʠʥʦʡ, (ʂʠʨʦʚ, 2015); III ʄʝʞʜʫʥʘʨʦʜʥʳʡ ʄʠʢʦʣʦʛʠʯʝʩʢʠʡ 

ʌʦʨʫʤ, (ʄʦʩʢʚʘ, 2015); 3rd International Conference on Microbial Biotechnology, (ChiĸinŁu, 

2016); ConferinŞa ķtiinŞificŁ InternaŞionalŁ a Doctoranzilor ĂTendinŞe contemporane ale 

dezvoltŁrii ĸtiinŞei: viziuni ale tinerilor cercetŁtoriò. EdiἪia a V-a, (ChiἨinŁu, 2016); XII 

International Scientific Conference for students and PhD students ĂYouth and progress of 

biologyò. (Lviv , 2016); 20-ʷ ʄʝʞʜʫʥʘʨʦʜʥʘʷ ʧʫʱʠʥʩʢʘʷ ʰʢʦʣʘ-ʢʦʥʬʝʨʝʥʮʠʷ ʤʦʣʦʜʳʭ 

ʫʯʸʥʳʭ çɹʠʦʣʦʛʠʷ ï ʅʘʫʢʘ XXI ʚʝʢʘè, (ʇʫʱʠʥʦ, 2016); 21-ʷ ʄʝʞʜʫʥʘʨʦʜʥʘʷ ʧʫʱʠʥʩʢʘʷ 

ʰʢʦʣʘ-ʢʦʥʬʝʨʝʥʮʠʷ ʤʦʣʦʜʳʭ ʫʯʸʥʳʭ çɹʠʦʣʦʛʠʷ ï ʅʘʫʢʘ XXI ʚʝʢʘè, (ʇʫʱʠʥʦ, 2016); 

EuroInvent 2017. The 9th Edition of Euroinvent European Exhibition of Creativity and 

Innovation, (IaἨi, 2017); InfoInvent 2017. ExpoziἪia internaἪionalŁ (EdiἪia a XV-a), (ChiἨinŁu, 

2017). 

Rezultatele ἨtiinἪifice obἪinute ´n lucrare sunt publicate ´n 25 lucrŁri ἨtiinἪifice (6 ´n 

monoatutorat), dintre care: 5 articole ´n reviste ἨtiinἪifice recenzate (2 ´n reviste din baza de date 
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Scopus, 1 ´n reviste din strŁinŁtate recunoscute, 2 din registrul naἪional al revistelor de profil 

categoria B); 5 articole ´n culegeri ἨtiinἪifice; 9 teze ´n culegeri ἨtiinἪifice; 4 brevete Ἠi 2 

materiale la saloanele de invenἪii. 

Rezultatele ἨtiinἪifice obἪinute ´n tezŁ au fost implementate ´n cadrul ColecἪiei NaἪionale 

de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie Ἠi Biotehnologie (Anexele 5 ï 8). 

 

RECOMANDŀRI PRACTICE 

ü Extractele cianobacteriene (BioR, PSSZn) Ἠi glicozidele vegetale (din Linaria 

genistifolia Ἠi Verbascum phlomoides) se recomandŁ ´n calitate de suplimente la mediul 

lioprotector GelatinŁ + GlucozŁ pentru liofilizarea tulpinii Streptomyces canosus CNMN-

Ac-02, ´n vederea asigurŁrii viabilitŁἪii Ἠi stabilitŁἪii culturii ´n procesul conservŁrii. 

Eficacitatea acestor extracte este demonstratŁ de Brevetele de invenἪie MD 4473 (2016), 

MD 4474 (2016), MD 1226 (2017), MD 1235 (2017) ĂMediu de protecἪie pentru 

conservarea Ἠi pŁstrarea ´ndelungatŁ a tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02ò. 

ü Se recomandŁ utilizarea extractelor BioR Ἠi PSSZn obἪinute din cianobacteria 

Spirulina platensis; a glicozidelor vegetale obἪinute din Linaria genistifolia Ἠi Verbascum 

phlomoides ́ n calitate de stimulatori ai producἪiei de biomasŁ Ἠi reglatori ai raportului 

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

 

Sugestii privind cercetŁri de perspectivŁ 

V Extinderea cercetŁrilor asupra altor tulpini de streptomicete din cadrul CNMN Ἠi asupra 

noilor preparate naturale utilizate pentru liofilizarea lor. 

V Aprofundarea cunoἨtinἪelor asupra mecanismelor posibile de acἪiune a agenἪilor 

lioprotectori asupra celulelor vii prin utilizarea metodelor biologiei moleculare de studiu 

a factorilor implicaἪi ´n protecἪia faἪŁ de factorii de stres.  
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Anexa 1. Brevet de invenἪie MD 4473 din 15.07.2016 
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Anexa 2. Brevet de invenἪie MD 4474 din 15.07.2016 
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Anexa 3. Brevet de invenἪie MD 1226 din 29.06.2017 
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Anexa 4. Brevet de invenἪie MD 1235 din 29.06.2017 

 

 


