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ANNOTATION
B’ r sa MWability and ariability of Streptomyces canos@NMN-Ac-02 strain
after lyophilization in the presence of compounds of cyanobacterial and plant origtg PhD
thesisin biological sciences, Chisinau, 2019.

The thesis consists df30 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: Streptongces canosuyslyophilization, viability, lyoprotectors, variability,
extract of cyanobacterial and vegetal origin, lipids.

Purpose of the work: assessing the influence of biologically active preparations of
cyanobacterial andegetalorigin on the viabilly and stability ofStreptomyces canos@NMN-
Ac-02 strain during lyophilization process.

Objectives of the researchil) Assessment of the lioprotective effect of biologically active
substances of cyanobacterial origin by estimating the viabili§: carosusCNMN-Ac-02 strain
after lyophilization; 2) Evaluation of the lioprotective effect of vegetal glycoside extracts by
estimating the viability of5. camsus CNMNACc-02 strain after lyophilization; 3) Evaluation of
the action of cyanobacterial preparasoon the morphaultural characteristics db. canosus
CNMN-Ac-02 during lyophilization process; 4) Evaluation of the action of vegetal preparations
on the morpheaultural characteristics ofs. canosusCNMN-Ac-02 during lyophilization
process; 5) Study dhe action oflioprotectorson productivity and lipid synthesis &t 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 lioprotectdnehydratants for the long
term preservation db. canosu€NMN-Ac-02 has been demonstrated; 2) New protective media
have been developed and patented for efficient lyophilization and sustainable preserv@tion of
canosusCNMN-Ac-02 strain using extractd 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 ofS. canosu€NMN-Ac-02 was studied.

The result obtained, which contributes tothe solution of an important scientific
problem consists in elucidatinghe action of the preparations of cyanobacterial and vegetal
origin as lyoprotectors for lyophilization &. canosu€NMN-Ac-02 strain, which led to the
highlighting of the effectivesss of these preparations in maintaining the viability and stability of
streptomycetes in the freedeying process, which allowed the improvement of culture
preservation methods within the National Collection of Nonpathogenic Microorganisms.

Theoretical ggnificance: A significant contribution was made to the scientific basithe
possibility of using biologically activpreparation®btained froncyanobacteria anplantsboth
as protectors for lyophilization of streptomyces and stimulatorsStoéptomyes canosus
CNMN-Ac-02 strainbiomassproduction 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 poposed to enhance the biosynthetic and adjusting the ratio of lipid fracti@asanosus
CNMN-ACc-02 strain.

Implementation of scientific results: the results obtained were implemented within the
National Collection of Nonpathogenic Microorganisms loé tinstitute of Microbiology and
Biotechnology: Acs of Implementation nr. 1, 2, 5 and 6 of 03.12.2018.
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Figod. 2. Reprezent ar e a akactihomivedeta éecé.é @ ééieé ke ud u i
Figgd. 3. Exemple de pigmedhéHiédé pad.éédadHié €dé80str e
Fig.4 . 4 . Etapel e studiul ui SeepteanpcesanosutCNHMN-Ac-620 r f o
laprstrare " néééaéeécéecédéicléiczadtt ... . é6ééé .82 .

Fig. 4.5. Aspectul coloniilor de Streptomycescanosus CNMN-Ac-02 cultivate pe mediul
Czapek P L (martor) Hi DL (probe e X pde orignent a
cianobacteriankt. . . . . . . . ... ... 0083,

Fig. 4.6. Aspectul coloniilor de Streptomycesanosus CNMN-Ac-02 cultivate pe mediul
CzapekPL ( marlt ofpr ¢Hbe Dexperi ment al e) 'Hi react
Ci anobacter i antbééecetébececéteée ..eé¢é . .éeééeeéeeédr

Fig. 4.7. Aspectul coloniilor deSreptomycescanosusCNMN-Ac-02 cultivate pe mediul
CzapekPL ( mart or ) THi DLle )( pHio bree aecxt g evrairnee n'tna pr ¢

ci anobact erstahilinidimitelor efectala drrpazitié € € é € é ....... £ éée 88
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Fig. 4.8. Aspectul coloniilor deStreptomycescanosusCNMN-Ac-02 cultivate pe mediul
CzapekPL (mart orpbé&i ebpe(i ment al e) “n prezen’
rehidratatt cu apédéd.iésété.|l.at.L..e.e.e.6.6..£.€..9 .

Fig. 4.9. Coloniile tulpinii Sreptomyce€anosusCNMN-Ac-02 cultivate pe mediul CzapeRL
(martor) Hi DL (probe experimentale) “@cupre
solu™Hii deapri géiépiéicébaédedeéceéeéeéeéeéeéol

Fig. 4.10. Aspectul coloniilor deStreptomycescanosusCNMN-Ac-02 cultivate pe mediul
CzapekPL ( mar t or dep'Mis t'dnapdet ar enl i of i | i zat bkt (prc
compuHi |l or de origine cianoltagt.eréiéadnte93l.a r
Fig. 4.11.Coloniile tulpinii SreptomyceganosusCNMN-Ac-02 cutivate pe mediul CzapelPL
(martor) Hi dupt 1 an de ptstrare "~ n sta
compuHi |l or de origine ciandbaptéencapée¢ Buehil
Fig. 4.12.Coloniile tulpinii SreptomyceganosusCNMN-Ac-02 cultivate pe mediul CzapeRL
(martaoupt Hin de mpbtstameel iofilizatt (probel
prezen™Ma compuHi |l or de tabilirg limitetor efectidunpozitia. @6t e r |
Fig. 4.13 Aspectul coloniilor deStreptomyceganosusCNMN-Ac-02 pe mediul CzapekPL
(martor) Hi dupt 1 an de ptstrare “n st a
polizaharidel or sulfatate cu zié@aeé,eél.aé®8ehi d
Fig. 4.14. Aspectul coloniilor tulpiniiStreptomycesanosusCNMN-Ac-02 pe mediul Czapek

PL (martor) ‘Hi dupt 1 an de piLtstrare "~ n st
prezen™a pol i zah aréiédéeéléoéré éséuél éféaétéattéet .6 @ é 29 n c é
Fig. 4.15.Pr opr i et iculirdleeale nutpiniifStoeptomycesanosusCNMN-Ac-02 pe
mediul CzapekPL ( mar t or ) ‘'Hi DL (probele experi me.l
vegetal t, |l a rehidr atéarce éeuec agpdé &d .sétéiélla2t L é é
Fig. 4.16. Aspectul coloniilor deStreptomyceganosusCNMN-Ac-02 pe mediul CzapekPL
(martor) Hi DL (probel e e X p e rlicozidelor tda lorgihe 'Hi
Veget al b . o o ——— 104.
Fig. 4.17. Aspectul coloniilor deSreptomycescanosusCNMN-Ac-02 pe mediul CzapekPL
(martor) Hi dupt 1 an de pLstrare “n st a
glicozdebr de origine vegetalt, éba.é&é&d.icdéréallbar e
Fig. 4.18. Aspectul coloniilor laStreptomyceganosusCNMN-Ac-02 pe mediul CzapekPL
(martor) Hi dupt 1 an de pitstrare " nestar

//////////////

prezen™Ma gl icozi del oré édéeé éoéréi.g.i.n.& éveeegetl@l L éé
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Fig.5.1.Et apel e d

dezvoltbridi K

e realizare a studul ui de evi
i act iSweptontyces canodNMNsAc-02¢ e.t..iecddE8 a t

Fig.5.2.Cantitatea de | ipide tot al eSreptiniyiepanosus | a

,,,,,,

CNMN-Ac-02" n prezenHa pr eparéaétéeéleoér.é é e areeediot er i

Fig.5.3.Raport ul
CNMN-Ac-0 2 sub i
Fig.54.Raportul
CNMN-Ac-02 sub i
Fig.55.Raport ul
CNMN-Ac-02 “n ur
Fig.5.6.Raport ul
CNMN-Ac-02 " n ur
Fig. 57.Ac "Hi unea

Fig.5.8. nf | uen "™Ha

///////////////

cantitativ aln fbn dedlidstomyasanosus pi d
cantliitmitdivc eal s o o wWeSlidptomycEsanoslsi 0 m
ma ¢ u | -ksuplinkentat ¢u BipFé é é eédéi éuél é éM19
cantitati areaIn fbn dedStidstoriyasanosus pi d
ma ¢ u | -ksuplimentat ¢u PHSE érde@ @ i...uél é éM19
extractel or vegetale asupra c

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

glicozidelor LG asupra raport

Qalsupra @portutbiechnotati & | frac™ il or se
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LISTA ABREVIERILOR

BAUTbi omasa absolut uscatt

DL d u pidfilizdre

Gel+GIT mediul lioprotector gelatin2 , 5% + gl ucozt 7, 5%
LG T glicozidedeLinaria genistifoliaL. Mill.

PLip©nt | a |l iofilizare

PSSz, 1 polizaharide sulfatate cu zinc

UFCiuni tt™Hi f or matoare de col oni i

VP glicozide devVerbascum phlomoidés
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INTRODUCERE
Actualitatea tédhel aborlgeo Pt s nh fHaurr eaad iculturilor de

mi croorgani sme r epr ezi ntuthzarea torat é@titateode ohiect@lo r t

cercettrilor HtcOhNHHic¢alei tfautned adne nodo i egt eCnc
rezul tat a apktrut necesitatea fondkrmriiit £t"H
genofondul ui nmmiRepbblainga i Mol dova func™i il e

"ndeplinictHHad&atCGiobeal £t de Microorgani sme
Micr obi ol ogi e 'Hj69, Bb, @36, 54, 458, P03, g1b, 16, P19, 232, 233, 260].
Astfel, cercettrile din ul ti mii ani , (

biotehnologicecu tulpini viabile de microorganisme&u parametr biotehnologicistabili, sunt

orientate spre el aborarea Hi i mpl ement ar ea
tulpinilor active.Problemgp L st r L r i i mi cr o or g a@eoaobiective, ldiotre caeu p r
cel ma i I mportant este «cemisxetraprdasat r ¢ e d iaHi

microbienepentru evitarea leziunii acestdt1].

PLstrarea dur ami ttoxrigaefiisanied mtrt de pi nde

meg odei de conservare, parametrilor ki medi.
met ode de conservare, dintre care |liofilize
mai divese grupuri de microorganisme [42e parcurusul liof I i z L r i i , mi cr oo
expuselao seri e de factori stresangSi (temperat
celulelorO altt cauzt a pieiri.i mi cr oo ruglandgsrmeil

f ormeazt s peoxigenlcare au una&fect negatey asdipra celul@8r 111, 261].
Astfe, opt i mi zarea parametrilor de | iofil i z
regenerare eficiente ocupt un | oc i mportar

microorcanisme 87, 215]. O g a mt | sabstg® ded e f er i t, lcu paroip§ii ree

antioxidante (acid ascorbicascorbatperoxidaza K i Cc r i onponog wie ©ligw &ir e
polizaharide, glutamat de tmau, t i osul f at de natriu, ,anglnoceecri
xantan, maltodextrin, manitolpolivinilpirolidon, etilenglicol) sintt est at e “n pr

conservare a microorganismelor cu scopul
asupr a pG8Pplm, 1865199, H5%. r |

Indicii debazptentru aprecierea efi cat merfnéieal m
vi alfikii t &t aceldlelor midtcofiene Cn aceastt ordine de
prezintt perfec™Hi onarea metodel or ediez e@azst r
instabilitate genetictkt ~ nal t6t54, 119 866, 260.mpar aSi
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Actinobacteria (actinomicetele sau bacteriile filamentoaser epr ezi nt t u
excepSional de microorgani sme, cdéimnomei ki
al e procariotelor cu caracterele mor f ol og
substan™el or orgari et Off ineatco pir ep@ nalzatent c é
0 gamt dwbgttarmd™®e H ocoaet améei buoacct,b,antnisfewcn
antiparazitart, c®ronvast &l aensl@repdomyceseehnidi a a t
mare gen de acti nob a Streptomydetacedg2, 9,On 184, 185, 198, a |

212]. Cn pof,icda efxa st wd ariwmentateaspre optimizarea procesului de
cul tivare Hi pLtstrrtam@n ea as pfoblemasworolarizdert eexl toerr, i
activitbk$Sii bi osinteticen®&iall piotkebnotdegst
ales a pbtstrbirii zoastebortpanamet ec 'Hod9,1udat
65, 76, 109, 182].

Cn procesul de studiere a Streptomicet
particularit "Hi ogenhet atea naturalt a popula™i il or
caracteristicilor fiziologice 'Hi bi ochi mic

reducerea act itulpiniloc[22 280, 265.0si nt eti ce a
O altuwiezxomemer oas @lsd © nc dvrecdeet rLer@iecteaenietedeit t r
de conservare Hi a mediiel mrevde eprdet e@c "Hibeo r @
asigura rezultate maxi mal e pehlll 250 I5.ecar e t
Astfe,por ni nd d e eabosared raefotielmficientecde conservarecalturilor
de microorganisme de interes biotehnologit m©ne o di r ec "Hi e Hic hcuka |’
l iteratura de speci al ieferitoaraa, utilizareaptepafatel@atirade p u '
“n pr o daofiligarela tubbieilor de microorganisme&, onsi dertm oportun
substanSel or de origine <cianobactietulpindonde K i
streptomiete” pr oces ul de pitstra2le21d. | or " n stare
Scopult ez e i d e d o cevatuarea an f cl ounesntHeti biolpgic aqiive dea t e |
origine cianob asupraira minlti tkt S itvigingtteatdntiyeed caosut £ "t
CNMN-Ac-02" n prloiceefsiulli zEr i i
Obi ecti veaue flousctr kurimbt oar el e
V Evaluarea efectului lioprotectoma | substan'Hel or bi ol og
cianobacteriant pri nSeamosuO@NBIN-AceD 2v idaulpikt! il ti t0"F
V Estimarea efectului lioprotectoal extractelor glicozidice vegetalprin estimarea
viabil i tEcahosu€NMNIAGO 22idupt | iofili zare;
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V Aprecierea acH uni.i prepar at el oculturgla an c

aleS. canosu€NMN-Ac-02'’n pr ocesul T ofi i zbtrii;

V Evaluarea ac™ uni i prepar at ecultnrale ale8.g et
canosusCNMN-Ac-02° n procesul i ofi Il i zkErii;

V Eviden'™i er ea ac H uni i agen™Hi | oraportdbii opr
f rac ™ i llaoSt canosugLNMNFAC-8@2" n v e d er erat sepluunetulatla r i i
acH unea factorilor de stres

Ipoteza-c er cet L r i i

O Fiind utilizate “"n calitate de | ioprot
asigura ptstrareiai veamadteréHi or Hnorsft albodii ¢ &
prin metoda | iSteptomydezcanosCNMNaAc-O2u | pi ni i

Met odol ogia cer@ret ¢onfioukmsidciepe!f ikie. obi ec
veder ea dipomemidsdencdir €i " naintate, au fost apl.i
de studiu, inclusiv:

1 metode microbiologice clasice aeiltivare a streptomicetelor, evaluae v i abi | i

Hi ochebhare a |joamotfoicdtwdlea r i t £ "Hi

1 metode biochimice de apreciere a actvi t £ "Hi i cul turii st
cuantificareafr ac "Hi i | or | i pi del or din biomast
metode adecvatte pLtstrare a culturii de col ec

met ode statistice & e &aval iuakr e awar Femkt

preparatelostudiateetc.

Sumarul capitolelor tezei

Capit ol uSTREPTOMICERELE i OBIECTE BIOTEHNOLOGIC E
IMPORTANT E, CONSERVAREA ﬁ I P | 0Sifckde RaBahzar le@QR i z L r
Htiin™Hi fice “~n domeniiundgr wsp uadhb iull uxkoobrgadsmesgrd so nd
pe parcursul ciclul ui stu vital p r otiizate” nu n
di ver se ramur i : farmaceutict, C 0S mE&dnmrimo g i ¢
rezultatelor numeroaselor studde ©nd cu | e@rcupr idret rlei dproductt
aceste microorganismeape zi nt £t avantaje i mportante pent
contribu$Sia I or |l a combaterea bolilor, act

produce coimpiukiki vel@acitatea d e Aceat grspp der i
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mi croorgani sme prezintt interes Hi pentru z
ani mal el or, fapt raportat de numeroHi autor
O aten’™t e deos gddodudpa€)es taec edd o rcchapti it oae t o d

microorganismelgr " n particul arDaplstoeptemercetehore
Hi moder ne, uti | i zat e stemomicatey su p Lesvtirdaerne’ldi att wel
avantaje e liofiliz £ r i i eficien™a cLtr ei a. carIuENMINACAO n S t

02, depozitatt " n Colec™Hi a Na™H onal t de Micr
Ceadeatreiapartea capi tol ul ui 1 este deecthirteclat L
medilepr ot e c teorehidrataréHti i | i z at e lioflizarpa o mesubodgani
mecanismuwli a ¢ "Hi u n i .i Por@inc @ dat studiwd factorilor de stre¢a care sunt supuse
celulele vii “n procesul de | i of i'Hiiez,ar®e rHi
savanHi | or sunt ocioempobaea@ Hspr e pé Vv md e péhlioue me :
protejareacelaxlienadt Kupuse s tEsteesvua |uutibzarttae r mi
ur mktoarelor grupe de subBSobanzZHei ¢ al ooomml Dt €

Hi polizaharipeelte dedmi,n@aaoitziiinel e Hi gl i coj

Cn baza acestui s testela rug ubmendtcaai gir tad ti &¢a a'lig
i nvestiga™i il or ce i tHL i id e d eepveparaielaridee argiep o0 8 i
ci anobaldit evelgaatal aborarea mediil or protectoc
tulpinilor de interes practic Hi Htiin’™ fic

Capitolul se “"ncheie cu concleoercetare, duptbt

Capitolul 2. AOBI ECTUL DE STUDI U K1 METODELE
CERCETAREO con™Hi ne argumentar ea 'Hi descrierea
cercetare.

Cn studiu a f 8stregtomycesicdnos@segiliniko, LO70), depazitat ~ n
ColecSia NaSionalt de Microorgani s maloroddep at
met abol i "Hi secundar StreptomyeescandsusiCINMN-AC-82a Pertgrit f r u
cultivarea tulpinii, " n d e Hesl nadieateéldtfescdudizae t a p
ur mbkt oar el e medid Dulaneg(upternittriuv eo b "Hi ,ymediueNal (pentrw ¢ u |
acumularea biomaseinedid Czapek(pentru determinarea caracterelor morfologioggdiul cu
ovipzentru pktstrareasolidgndel ungatt pe medi i

Cealitate de agenMHosdeuki bpratec #ixer act e

" padrulLaboratoruiBi or egl at or i Natur al i al l nstitut
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Plantelor glicozide iridoidice extrase din pléLinaria genistifolialL . Mi | | ( pHIrte
flavonoidee x t r as e di n p a rVereascunaphlomomdsip r a nplf aetr bier e
hi dr ome.tCain od cieclta Hi auc fosp ytilizate npreparateled BiaR (compléee

ami noacptzii drRES%, (Ginplex de plizaharide sulfaitecu zing 0 b "Hiadtuli t e

Laboratoruli Fi cobi ot ehnol ogi e al l nstitutul ui de
bi otehnol ogice de extragere, frdicbhhmasantapine K i
cianobacterieBpirulina platensisCNM-CB-02. A g e n "Hi i | i oprotector.i a

protectoré@ bazt cu ur mi:itgead rad2dh ¢ ogr plogezntSste | entat a t
unui sceening al mediilor uzuale

Pentru real zarea cercettril ordeaudeftoesrtmi m@ir lei z
germenilor viabili (metoda calculului logaritmick i a biomasei (mkteda st r
gr avi meddetermihaje gpr opr i et kcitturble aletulpimlor fde streptomicet
(prin examinarea <coloniilor de p g dessepprara f a "H
biomasei (prin centrifugarggxtragere a lipidelomgetoda Folchmo d i f),iamat L z+£ <c an
K i c alfirtaactlipldeldt (meg t o d a ¢ r omad torga) tdef lmfiedarg & bioenasei
de streptomicete(cu utilizarea liofilizatorului Labconco 6 Plusg), de andlsitztct

rezul t at elcaraplicardaSinstrumeneelor (statisticii descriptivealculul mediilor

aritmetice, abaterilor stda r t , coeficiemitusuat idset:itestele idaiSn fe
valabilt at e ki testele de semnificaSie.
Capitolul 3. A NFLUENHA PREPARATELOR DE

Cl ANOBACTERI ANIF Al VEGETALI ASUPRASreptordyBes L | T
canosusCNMN-Ac-0 2 QRMCESUL LI OFbrdfZIFRdtlt r ez udet at ¢
evi denddc Hrparnepar at el or de oOHii gV e@® wqail an ovbiaach
culturii Streptomyces canosuSNMN-Ac-02, | a uti l i zarea | or “n o«
I i of i | dactivaare a tulpiniiPrre par at 5%, Bp rodkc uHN 'Hi glicoz

f ost utilizate “n calitate de agen’Hi de 1| i
calitate de sol u'Hii de rehitdataear eulat wruilit u
"ndatt dupt liofilizare Hi dupt 1 an de pts

Cn rezultasalcacregttatidtz,jareia vextractel or ¢
"n calitate de agenfHatulpiraei e fHe ¢t @ rSiseptanayded ¢ u
canosusCNMN-Ac-02°" n procesul | i of i | istenulatoare a expactelar u m

naturale asupra germinktrii sporilor strepto
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Cn cadrulrcaetestoraucd ost determinate co
testate, precumHi concentraiH iedfeecti nponeei ti v. Cn C
cianobacteriene, efectul maxim a f oPS$,. asi gu

Glicozidee v eget al e Limaba Hjemstifaliz Hi\kibascum phlomoideau
mani festat 0 acH une | i oprotectoare ma i f
cianobac€eérimant . bun efect |l i oprotector al
sudimentarea mediului lioprotectogelat i nt @ ,u5c% z +  iridoieedin tinaria

genistifolia” n concentra™Hi e de 0, 0005 %.

Utilizarea extractelor cianobacteriene
cul turii dupt mEitagtir ar e t’i mudviakilitamatilpirioBrcandsusc a t
CNMN-Ac-02, " n compdratHi eactb. apa

Capitolul 4. A NFLUENHA PREPARATELOR Bl OLOGI C
ORI GI NE CIANOBACTERIENALI-F]IAS‘lUIP(RA CARACTE
MORFO-CULTURALE ALE TULPINII Streptomyces canosus CNMN-Ac-0 2 CN
PROCESUL L I ORlintudeanalRa caracterelanorfo-culturale la tulping. canosus
CNMN-Ac-0 2 pHalrutp £ | i'HpfLislttirizrmpeed @ r 2 za&@m "Han subst an’
cianobact er iParnind déldi pwegmtzal,t .ct exi sttt o dep
al col oni ei Hi activitatea sa, tulginifSoanbsusst u
CNMN-Ac-02 s u b i ngdreparatelordgaoriginec i anob aldit egl aobazi,del
utiizate" n medi il e de suspendare a sporilor str
reactivare a culturii. dupt ptstrare “"n star

Examenulkcoloniilora f o st r &1 kilede dezvoltare p dulturii pe medii solide,

prin aprecieg a ur mkttoarel or caracteristici: meroi
mi celiul ui aerian 'Hi a miceliul ui oamcitatea b st
culturilor de streptomicete de a eUaddptareaa

tulpinii la factorii de stres.

Cn ur ma c e r aeed acesticapivbsta e foencs,texaactald ciamobacteriene
( Bi o RPSSHiHi glicozidel e flagogaidd,aultei | § zait @ o i dne
l i opr ot ect o rmediuluiGeleGh lanlpfdizareanttifénii S. canosu€NMN-Ac-02 au
asigur at o stabilitate mer fpalsagiacte aa piceu latc
dupt 1 an de c Omtsecaractarelemodoulturald spudiate, ceama s z ut t
variabilitate a manifestad culoarea miceliului aerian, formp,r o f i | ul Hi mar gi

variabilitate rel ati vt ulaeared niceliului densubstigiiaradterula t £
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de formare a pigmentului solubil de culoare-ppa | aptrut “n urma sus.
lioprotector suplimementat cu extracte glicozidice vegeteé®a cei ndi ct capaci
adaptareat ul pi ni i studiate | a factori. de stres

liofilizare.

Capitolul 5. AMC81 UNEA PREPARMSIUPIR®R PRODUCTI VI T
SINTEZEI LIPIDELOR LA Streptomyces canosu€NMN-Ac-020 vi nec osnp | et ez e
arggme nt ez e Hi st explice ¥Ffa&zaplitaoatlellee @earecetd!
alegeriunormt ode speci fice de conservare a tul pi
de Microorganisme Nepatogene.

Hi n©nd <cont d e Stepangcesf camIUBNMN-AcO @i nini cal i
producttor de | ipide, damat ¢li ddecompbrt aaiH
celulare,a f ost astHudhetat prepalriazetleor” map uasedae u lu
producti vitt™ i ‘Hi componen™Hei calitative F

Studi ul prepardidlord ei ior i gi ne @il aw e gaestudple ktai acnrie
dezvol ttiErii ‘'Hi aaulpihiidesstraptbritiets. cdnosoSSNMM-Aced? a permis
eviden™Hi erea unui ef ect p ocesulidewcuadlare p biemaseir a t
la cultivarea tulpiniiS. canosu€NMN-Ac-02 pe mediul complex lichid N1 Extractele naturale
studiateau i nf lcwenpdat "HHia fr ac ™H onart a | irgpdrtdel o
frac ™ i |[Exrt rchaec tled 2t .d e 0 rau $gnulat prodacerearde foséolipidee pei a
cOnd extractel e de o Linaga ganestifoliaéHlyeldascumpbhloriogié$i c o 2
au sporit esen’H al cant iS eahosuENMN=Ac-82tpe medimle p
complex lichid M.

Aceste ezul t at e i ndi ct aasHi purnee a f gpppepdeatele o ar
cianobacterienes e expl i ct prin ef eammpoientelorfosfolipisliteiamu | ¢

membr anel or c eelxutlraarcee,t epe g®mdad oz i ceorgamzaresr & g et

struct ur i i me mbr anei celul are, deci Hi o] pr
Reorgani zar ea structuri.i me mbr anei cel ul at
viabilitatea S panosusCNMN-AC-02t"unl ppmacesul c dmo fHi l
capacitatea cul turi. d e a acpstooptepacae pi g me n "Hi
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CompartimentulCONCL UZ | | GENERALE nl pRrEeCzGEbhaINED | R

concluziile general e, ce reflectt analirviza r
prin recomandtrile “naintate 'Hi schi Heazt
continuarea | ogickt a cercetditrilor expuse ' n

BIBLIOGRAFIA includecele268surseci t ate " n tezt.

CompartimentulANEXE ¢ o n "Ebpirledtitlurilor deb r e v e t d e leiacteloede "Hi e
nsoHi re a medal iilo

,

implementare a lor, copiile diplomelod e
i nt er naimedHn al. e de
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1. STREPTOMICETELE 1 OBIECT E BIOTEHNOLOGIC E
IMPORTANTE, CONSERVAREIRAREALORI S

1.1. Substan™e biologic active sintetiza
Actinobacteriled at or i tWi tcalclwniuc pentru procari o
producec e | ma i mamet anbseclinddifjpd ee z i mpoktantinteresHt i f n H 'H
practic De aceea cercettrile fundament alaefosal e
"ntotdeauna printre preocupt[1b5l 168, 24Pa2l1402P6 a |l e
Actinobacteriile sunt microorganisme filamentoase, arote, Grarrpozitive, care
formezt micel i u r ami f-1,5ankmh. Diametrutlcelaleioe arerdimensidmi f
de | a 0, Smkip.8areprodug priadiiOune, spori sau coni di i
|l a bacteri.i cuiabi pradt eénabDup4deg wpdaficmpardte v ¢
cu cianobacteiie, mixobacteriie 'H bacterile filamentoasgiar dntre bacterie Grampozitive,
pot fi comparate numai cu bactegic ar e se ~ nmyll,31R,2A8]. pri n spori
Cel mai reprezentati\grup de actinobacteriace parte din ordinuActinomycetalesgenul
Streptomyce$ i reprezintt microorgani sme uni cal e,
"mbicmmlr acteristicil e pr[i®4 aAcestogenedorimde spedii foata c a r

variabile din punct de vedere morfologic, fiziologic, biochimic, al roldi " n  pr oc e s

natur al e 'Hi al utililgdaaadt qprraacd @ ceef. e Stt weald 2 L
direc™H i : taxononiaet,e, f isztiroulcotguils], vbairoitaebhinlo |
Streptomicetele pe parcursul ciclul ui S
bi ol ogic active, care se wutilizeazt "~ n div
i ndustria ads mmeajtar tpr énitetvt: vitaminel e,

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

Streptomicetele se af,lecomeeece Suntviaos ut
antibiotice. Actualmente peste, 036 din antibioticele cunoscute sunt produse de streptomicete
iar | ista | or continut st fie completatt pr

Studii recente -au soldat cu identificarea noilor antibiotideelomicina doxorubicinaH i
mitomicina C [/1]. Bleomicina este un amestec de antibiotice glicopeptigilEmmicina A2 cu
formul a gHaN#:FHi Cbl eomi ci na B2 s#auN@&) cnul a
propri et tHi c i tSteeptamyde< verticilluBledhiicinauindece shiarea ADN
ul ui sub influen™a oxigenului ,-ulmetahet omp Hc

radical i hi droxi | sunt el i ber a’Hi sub i nfl
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deteriorarea | ui ‘Hi eo xuitd atragraerntétearCidmul)i scuaBasb s t
a bolii Hodgkin, a limfomului noHodgkin, carcinomului testicular cancer ul ui O
efuzelor pleurale malign&{].

Doxorubicina este un antibiotic antH adi a

Streptomyces peucetivar.caesius Est e o mol ecul &t amfifil bk
i nsol ubi | “n apMHiOf adHii agmiuwcp no-ma b HrCah al( damh
CsH13NO3) . Doxorubicina ac™H ona& &@dauleloras upil sgrind e i ¢
intermediulad out mecani sme principale: (i) interc
Hi i nhi barea sintezei ADN 'Hi ARN “n cel ul ¢
replicar e Hi t & amea@r ideer er; adHid a( iifii)e rdenpir o me
oxidative lamembranele celulare, proteiitei A DN. D cesteounull dinicelenanfracvent

utilizate medicamente “n chimioterapie. Cn

leucemiei limfoblastice acute, leucemiei mieloblastice acute, a tumorii lui Wilms,
neurobl astomul ui , sar coamel or ui mamracaeinoul a

ovarian, carcinomuii tiroidian, carcinomuli gastric, bolii Hodgkin, limfomuli mali g n  'Hi

carcinomulibr onhogeni c, “n care tipul hi stol ogic
comparaHi e cu alte tipuri de celul e. Preet
nisinapoate ~“ mbuntt it ™ efrilidepieled. t r at ament ul ui

Mitomicina C (C;sH1gN4sOs)a  f o st i- o @it hi i n dStkrep@roytes n o r
caespitosus Acest agent ant it umachilareaADNrAuhiichare arescant e
rezul tat reticul area |.MioMhaonmaiClesterutiidza tAIDN" rd utb
canceruluimamar, pancreatic, amlr e c t a | Hi aa@dpulauis timag@tl wli
colului uterin, vezicii urinare, carcinomulbepatic[71]. Circa cincizeci de antibiotice de origine

streptomice L-aiHi gt si t apl i ca’™i i tpireacHii c[&l.r inc urletdu rct

Streptomicetele, acest grup labi K i di ver s der enzicmlor ga
i mportante pentru crekKkterea Ki protecS$Sia ¢
activitatea antimicrobiant ki antifungal t,
de a spori bi omasa vegetalt.

Aces e mi croorgancemer ideuire zlosfameél i or ar ea
mecanismg59, 10, 151]. Ac Si uonaetae pf i directt, sporprimd a
mobilizarea fosfaS$Silor, fixarea azotul ui,6 &
sol uri strace 728, 8% Urbadt mecanira utilizat ter sireptomvicete peraru

stimula <crekterea plantelor este producer ¢

modi fickt reSeauall¥8or monal t a plantel or
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Par al el cu acestea, streptomicetel e sul
producerea de culhdti @amel @f i ca e hicrmargahismelorc o m
fitopatogenel ndi rect, str ept omiaccettievlae skiis tneentud b sedkei
pl antelor contr §l62b olLial drel ki pionf evceiii I"&r iajd
st es sal issmmukipostecet tf,ol ogiatn&€i~ i c pleig#oal®cp a ed &

Specificulstreptomiceteloro e pr eHz iaptalci t at ea de a sintet
car e i nhi bt creHterea Hil i darzeal taacreesat u mi cp
sol uHi onarea unor astfel de probleme ca bo
agricole.[172, 184, 208, 255].

A
Fig.1.1.Act i vi t at e aStreptomycdscamapisa tHiAlechaia alternata(A) K |

Aspergillus niger(B)

Cn ciuda faptul ui ct multe taine ale st
mi croorgani sme Ki pl ante rtmOGn a fi descope
rizobad er i i utriilciud®jtue £t° n ag

Rol ul i mportant atribuit streptomicdet el c
c L tplaneeleverzi se datoreazt ciclului vitalCncamphk
habitat, sporii deéStreptomyces e zi stdes i dft at are sunt de obi ¢
unor filamente de ramifiPcahi eecleisftd] ead’aept ao
asimilareadenut rdendlitt r e c i up eorganisme,” ml aunrtnea Hlie salo
r £ mt Hirghieide @i rajutarulexoenzimelorhidrolitcee. La cul ti vare ti mp

condi "Hi i de | aborat or , sirapmmidetel toor anreea z & U U 0 e Imd
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substrat dens, din care apar r amueg’Ht eareg@a eaa

se realizeazt " n detrimentul bi omasei mi c e
reutilizare pentru a alimenta faza de rep
miceliului de substrat al coloniei sunt astfel transferme "~ n z ec i de mil i os
de anti biotice Hi al "Hi met abol i "Hi adetdezvoltard a r i
[35].

Al't aspect, care provoact i ntSaeptersycessfeo r i
capacitatealo de a sintetiza fitohormoni, care
agricol e, sporind product i vidtiat €da rlaorealiaaaGn r
experimente cu aHa cul turi agr iut pdruebulc etc. r o
Met abol i "HS.ilevorisCNMN-AC-01] S canosus<CNMN-Ac-02,  SH massasporeus
CNMN-Ac-06, au i nfl uen™™at di ferit, “n depende
concentra™H a wutilizattbt. LI nfnl ureanj’Hbr aproezai tn wnht
germinat e, stimul area creHteri:i redicinilc
Remarcabi l este faptul, ct produsel e ob"™Hi nt

sigure pentru consurilb, 27, 34].

I nf orma™i il e di sponi bStrépmypes imegiumeat Lt gk et an
di feritelor speci.i de plante ar trebui co
pri merelor, instrumentel or ianHLl idtiivceer gdint b a
combina™i il e primare de gene pentru ARN 16:¢
d et e. €t taatelacestemtinobacteile, ~ n  gudost rac\emt descapeet fi una dintre
cele cincifilumuri bacteriee dominant€ Bgol, constituindpesteo zecime din totalul microbtei
sold ui . pGnande@ll e au un efect selectiv asupr
rizosfert 'Hi di n e nd o-adoweditia fi pribcgdtil motpreabdetehrismit ak
microbienec o mp on e n"™Ha ¢ o mu dn rizosfédiHi mindrocld iee me ma i
pl ante model Hi d e Ambidopsis thalianaic o b bZeaeays , ¢ udm faer
foarte mult de di verldipsitcaldve a e.g aCHi ted c é 1t @ r Hib e
plante, cum ar fi plopulRopulussp.),vi "Ha  dVdis wnifesg), ofezul Oryza sativa , gr ©u
(Triticum aestivum , 0 \Averauabkstivgin, ma Ridum sadivunq , O parte in
comuni tierobliiladre mn ambelizodec o mearHii memd es frer i
pl ant el or eastihobacterir ed @ it tallenden™a acedtrer a pwu

Cn plus, endosfera r tdtciastinmobactasipente ma mutte dinf i C
aceste speci. der il avretigee tddhtp@tr t s smealk ul ri zc
fapt ul ct aceste organi sme au codd ownolztaatHi m
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endosf Orfcomunitate micrpai anArabidopsilir i deevitla a |
"ntre frunze ‘'Hi actindbacteitei dmiendasfracgarelorastipraterane din

Arabidopsise st e de 2 or i ma i puH n abundeenkbte I
frunzele d¥2vi HL de vi e

Cn domeniul zootehniei producttorii tot
ecol ogi ce, naturale care sporesc creHterea
maj ort este deficitul “n ast feeme dceo nprt ep arna
bi omasei Hi produHi |l or metabolici de origi
tul pinilor de streptomicete, izol ate din s
experi en-dHeonstatatst et r Sducerea “"n dieta porci ne

din tulpinile de streptomicet&. canosusCNMN-Ac-0 2 SH massasporeu§€ NMN-Ac-06
ptstrate “~n CNMN, contribuie-lba%majar ai end
prepar @abehe eXxomet abol i "Hc E#&r2 ed eHi0s6terEeMost pponri ecael
masa corporalt a ani mal dgreotateapulor Brallec@re ad primid 3 , C
“n ra'Hha furajoérel @mrempmarsdti ului totBlMh&tor8Biostasé&Elio mp .
met ab ol i Stieptomyces|fradia@NMN-Ac-11 deasemenea au un efect pozitiv asupra
creHterii Hi dezvoltitriijciprtmet abol iegdbRieumat 1
provoact tul burtri fildor[174,188].i ce “~n organi s mu
O parte compo @asteqdtomicetelospwmnrtt alnit i del e. Cl as
este i ndi spensabilt pentru organi smel e Vi
"ndeplineHte diverse func™Hida . memblpriadredie wluan:
altor compartimente celul are aHa ca: me mbr a
endosomi i Hi l'izozomi i . Compozi H a |ipidic
variazt substpeitHi at,dsuges ®nfluoé& Hii sunt ne
di f ¢gMli t€el ul el e vii produc numer o'Hi compu Hi
l e sintetiza, met abol i za Hi transpordéeaa Co
proteinelor, "nst mecani smul func™i onktrii
indispensabilé n numeroasele procedg¥. bi ol ogice | a c¢
Pr opr i e t-¢hiiHicd ake lipidélaau unle s e n "Hi al , depinda moeld e d
l or de interac™ une cu al "Hi c omp u Hi l i pid
proteinel e 'Hi prin urmare, o mare parte din
calitate de compuHi edset begtbuiblazaAce aatbe | pt

determint relevaf@lHa compuHi l or | ipidici
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Deoarece costurile de ob™H nere a | ipidel
apeleazt |l a |ipide de orighndi mecsebidameni
agriculturii nHarendCcCesniH eut al i mer poate ajlngeo ma
p © at200-80,0% [96].

Cuzootehnieo mar e i mportan'Ht tdw olbiagitckeli@ande (&
specig)f rac™i il e fiziologic iimperfoDamntpe dpeé w8 Hu
18]. Suplinirea ra'H ei alimentare cu aci zi g

stnttate a dlOjglacniizssm eHéau ¥ol wripartat nu numai ca componente

structurale ale fosfolipidelor membranare,
creHt er ea ‘Hiamifadetef1¥2h | t @o m@u Hi i men "Hi ona Hi |, [
contribuie la dezvoltarea diferitor orgalaeanimal€10].

Sterinele sunt componente i mportante al e
vitaminel or Hi a hor monil or steroizi-C-1 a
metiltransferazei participtentar usi ot edtae rceoan

masei corporale a animaleldr59].

Deoarece wutilizarea preparatelor i pidi
per manent “n cr eHt er e, auanpoarr ec anretcietsti "Hiat mai =
con'Hi malltt d@ nmodoaldiet.at e eficientt de a sti
biosintetice B mi cr oorgani smkesor ept omispetceladr a est e
de cultivare Hi componen Hai cmengeiodstta andda suntt r i

incluse diverse surse de cr d&d8], azot Hi co

Astfel, o serie de experien™Me cu privire
asupra c¢cr eHt er i iS. cAnosugGNMNA©Q2t tarui if otsul prienmdii z a
profesor Bur Heva S. ( 2 ORp&indium dduentumi marcead | & &
supl i ment l a medi ul de cultivare a avut un

studi at e. Ast fcoin,c e @ ¢ e 8019 negh adnesjod@itantitatea de BAU cu
4,7817,%% 'Hi sinteza f o%%. ®déa speindeenl ecar acuu fcocsat. u3t2i
Nostoc linckia care” n ¢ o n cde &,0 mdl, 't neajorat cu 244 comparativ cu proba
martorc ant i t at ea deS. anosuSEMNAC-82[182)1B7.1 ni i

Cer c et 4nai iddcter Cédreanu S. (1995), cu privire la cultivarea bacteriilor
propionice pe medii suplimentate cu extradia Dunaliella salina 'H N. linckia 'n scopul
st i mul terii, sintezicn @aHcobal ami nei Hi porfirinelor
porfirine ob™H ndt28,d ¢&r el c L2465 Goeaipdrliy cR rdba 9
martor[45].
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Cercetttoridl au demonst r apirulieaf pentru eulivhtaa u t
bacteriilor I actice Hi maj orarea producti vi
nutritiv cu biomasau s ¢ @etSpirulina platensis n concentraH e de 1 1
contribuie | a crbactEile radicdactobacilldssazidophiluyscantitatea de
bi o ncarstiuind 171,64 85, 84 % mai mHAd2l.e fa™Ht de mart ol

O direc™Hi e nout de perspectivi “n culti"
de suplimentéa mediile nutritveg | i cozi del or din plante. Lite
este foarte pu’Hi nt, "nst este cunoscut fap:
uHor pot fcit narcseorganisnmgdrle d e

Astfel, luond "~ pusensideéeeadise deelksebietx |
extractelor de origine cianobacteriant Hi
bi omast 'Hi propriett™i |l or biosintetice a 1t

Ht itien "HHif practi c.

1. 2. Met ode de pbLtstrare a microorgani s me

Conservarea microorganismelor de interes
compartiment i mportant al mi cr obi ol orgisunt C |
cl ar e 'Hi peméephi smel accdaeei nfluen™eazt i
din starea de anabiozt. Cu toate ct conseryv
prezent, t ot u'Hi nu e univsetrts at e g upl e ngt dHtue nipH @ d
biosintetic, fiziologeb i o c hiawiica bHil i t £ "Hi i tul pinilor de
[250].

Actualmente sunt cunoscute diverse metode de conservare a microorganismelor, precur
Hi numer oaslee neocdei sftiocrkar,i "anst fiecare dintre
sale. Cel ma i des aplicate " n matdmand Haxrod & cpl
ptstrarea sub strat ;adroconsénam@Himi Inie@jl I,i Zar st a

Metoda eficientt de conservanmef devanédatemo or
taxonomi cf200250hcest or a

REnst mOnSareAcpastibdmetodt a fost wuna di

"ndel ungatt a mircdioHirigadche simebor at oir cdi est e
practica studiilor microbiologice. De regul
aerobe, care sunt transfitesptei pecs a0 aghra "Ha

[132, 241, 250).
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Frecven™a transferul ui mi cr oo rf’'gna nmasrmege | notr
depi nde de pr oMajortatet mickiolganisneelorepest fireg tam©n "Hat € o

3 luni, inclusiv streptomiceteled e Hi u n e |li déactobacilii, mu revoie @le transfer mai
frecvent. Stocaee cul turil or t 46AC f piegimidéue e d @a numt
r e ©n s t [132,r24HE250]i

PLstrarea Hi menH nerea crud it m®n Hierare dne e gn
numbtr dmarde zav antUanjud edsienn Hieallee.mali principal
pierderi. unor -fparitoil owli a&rei titmidio r m@amft gdeseolCn
reduce activitatea b®oi nte td wlkt ur i | or , crce’Htme crios ¢ krin ad e
restmoOn ™HLr i frecvente, “n speci al pe medi i
mut aH il or genetifdcdenadpomtcemestHi met odt prev

consum semnificativ de medii nutvié costisitoar¢132, 241, 25D

Unul din pu'Hi nel e avdspdnibiltatcagpaelrenamemnad d e ia

de culturi proasptt “"nstm©n™Hate, gata pentr
Un exempl u el ocvent al i nef i crieesnkheHa r et

periodickt poate servi un studiu recent al

15 tul pini de actinobacterii din col ec'™ a

Stat din Bakuprinrdnupttm@m'Hadree tpperei medi u nutr it

depozitdbkridi prin metoda datt, timp de 10 |
decursded zil e) , d e Hi unele dintre ele au pre:
10 | un iare,diabilitatéagutpinilor constituia 86,00, "~ n s c P80 [@16]c u 1

Al't exempl u a d &teptomyceambadfaciens pierdut agropimat 20,0% din
activitdeesintédzghl & spiromici B dupt 4 ~“~ns

Conservarea sub strat de ulei minefagéste aplicdipent r u pktstrarea m

“n col ecSi i K i “n condi Si i de | aborator.
necesitt util aj speci al K i arganigmelort Astiglsunti a b
ptstrate caracteristicilef26@. i 1l e ale tul pini
Primadatt ul ei ul de vazelint a fost apl i«
ptstrarea gonococil or. Pr i n diipgmedidl nuimtes speafie i C
Hi pl asarea sub wun strat de iulCaem) miipermite a |
pttrunderea oxigenul ui ce asigurt reducer ez
formbri.i speckiibipe ) eaactsuvpr ded28h medi ul ui
Mi croorgani smel e sunt cultivate “n tubul

~45A) cu u® wmlbbl ummper 5an™L esen™Hi al t are mo
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la microorganismele spogoe n e  'Hi asporogene difert. Cel e

"nainte de a “"ncepe faza staSnhomparhi oddacde
[250].

Pentru conservare se utilizeazt ul ein. de
la presiunea 1*170Pa. Dupt sterilizare acestma=E50AC;

U=120 min.) sau $€e zimémSilme tteimppraé ula cam
remanente. Pentru a proteja mediul de deshidratare stratul deuleibui e st dept
puHin 1 c¢cm marginea superioart a mediul ui
(5AC) sau | aanmeamneperan uf ansheOn§&ar eent ew ulr
deoarece acesta ianbkmelf250cr ekt erea microorg

Perioadadefa st m©n Har e a di feritor specid.i de n

Majoritatea speciilor de drojdii sunt'res £t m©n Sate o datt “"n a
rens t mOn Sat eitleiani[idbl.ecar e doi

Caracterele morf@ ul t ur aleet L'FHi | p-biatlpmmce ae noogoorganismelor

ptstirmpg e ndel ungatprawch i el eniu mienamoali f i ct,

cauzeazt “"ncetinirea succesiuni. fia2z, 0l oar id
compar&EfBsemeOoStrile periodice) Ki scade vit
[57].

Ca Hi alte metode de conservar e, pLtstrar

saleeDin avantaje putem menH ona:sstabi gut acea
mi croorgani smel or ; minskarCanr'ta i n wnmicrewslavie dHd
mediilor nutritive utilizatg132].

La dezavantaje pot fi atribuite: risculn f | ambtr, i inewlesii tladtiea de

det erpgeenit 'Hiu sptl area vesel ei K i ustensililo
nutritiv 'Hi déexogeéemimi namecanaulf | or[d3BJLr i i (p

Ptstrare ~nidea mbhaiusciampl £ met odismetbe pt
Maj oritatea microorgani smel or ukKkor suportt
diverse produse alimentare. Cn timpul usct
nor mal £t cep @n BA0KE 80€% nde nampas ad ithnot al £ . Cn tim
pierd apa | ibert «i crekterea microorgani sn
T 12,0%. Dehidratarea Op®0t (el ol aepbbtdea2t dc
stopar ea edacatbhioviitcteSiHIi mnhi 280.ea reac$Siil or |
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Rezisten$Sa microorganismel or | a wuscare
taxonamimpto zi "Hi a mecdoinidlioSri idwt rdiet icvuel t i var e;

de umedi t ajt ec onednashieinlte dd3]l.pLstrare Ki react

Procesul de uscare este mai UKOr suporta
sporul are a aptrut l a anumite speci. de mi
factorii nefavorabili ai mediul i deoarece spori.i mi cr oor gan
condi "Hi[8].Sdoeiast reebacteriil ova®dunHi dsetisseay a THE

sau pe medii agarizate uscg2€9].

Compozi Sia mediului pbonapoondi $i-olimedaldiaz a:
i nfluen™Meazt mul t rezistenSa mi c,rdoeo rrgeagtei |stm
aplicatt metoda de wuscare a microorgani s me
f osf aSi , carlmosdode wdiciylamidon cr i st al e ,eéc.zaBaer ogzotn s
adsorbenSi i protejeazt microorgani smele de
ni vel de umeditate. Cn industrie pe | arg
adsorpewiS convep@#aZ, 290 n aer uscat)

Met oda de uscar e datoritt simplitbeSii

mi croorgani smel or “"n | aborator. Mi croor gan
Unul din neajunsurile acestei metodéeessculc £t uneor i t ul panumithmaiv c on
nu pot fi reactivat¢8s8, 227].

Crioconservara. Cncep©nd cu ani i E60 ai secol ul u

microorganismelor sunt utilizate metode de consermvaceioconservare. Astfel acest e c
sunt abordate de o kti[47R2®L relativ nout ACr
Pentruc o n s er v ar ela tenpdratun jhaset ar calturdor microbiene, acestea sunt
pl asate "~ n suspensi.i vOscoase (medileczirumi
condi "Hi i de | aboran®ir ,sumt cfad h g tee der mirti ga
“n propor Sie de -BLIAGC; camdéd ®Ip@@abluBiae dée 2: 1
-56 AC;; sol@i@u temperatura d&/ 8 AC.seCowrmrea microorganism

Dewar , care sunt ptstratie.-8onf6gd.ongel ator | a

Cn ul t i mii ani pentru conservarea mi cr
congel atoare cu azo-130saa-f7@AC) ns &1a9z68aA @)haizhac
congelatoare au un vatude la10p ©nt | a 35 | . Cn azot I i chi
care nu suportt procesul de liofilazgzemeneal
azot |l i chtdebzhecakt pbsl e starter: bact,er i
care prezintkt interes biotehndl2@.gi ¢ Hi se u
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Ptstrarea viabilitt$Sii mi croorganismel or
de varietatea taxonomickt a microorgani smel
cultivare, natura crioprettorului, viteza de congelare decongelare, etc.Specificul
mi croorgani sdnaetl ocronsmctcazndlpapt Usebesic genns
di feritt faSt de temperaturile joase. Mi cr ¢
congel are, decO©O@50cel e Gram negative

Pentru conservarmi cr oor gani smel e sunt cultivate

fazeid aSi onar e. Mi croorgani smele " n faza expc¢c
termic, dec©t " n faza sta$Si onar t lulelSvegetativa S
[209].

Microorganismelecultivate pe medii sinteticsunt maiseni bi | e f aSt de ¢
dec Ot cele cultivate pe medi. natural e boc
compozi Si ei mediil or de cultivare e posi bi

sinteza substagbéetogene I cmiede Hkei ppeopteijdeen 2
ti mpul cdenoggoen dras3li2éd. i/ i

Deoarece apa “"n calitate de mediu prote:
calitate de crioprotectomol esuhtaretiBl% ate
dimetilsulfoxid 71 10%, zaharoza 10 2 0 %) acrtamoleoulare (proteine, poliipirolidon

10 %) . Sporidi sau celulele vegetative se pl .
18 i 10" celule/ml. Este cunostufaptul ¢ £ c u c Ot este ma i m e
mi croorgani smel or “n medi u, cu at Ot el e ¢
nefavorabili[209].

Crioprotectorii, dusuntdivizdHt anidomi| gde@ppr ot
sunt absrtbite de celulei penet rant e (gl i c e nependirante (de exenipiul s

polivinilpirolidon) [144].

Mecani s mul de <crioprotecSie a acestor
cunoaHt erezenSa crioprotadiariellerct motk &i ¢ a
osmoti ct, modi fickt structura apei afl at e
permiabilitatea l0f153].

Viabilitatea microorgani smel or congel at e
a probelo . De,coengeelltarea se efectueazt " n 2 et apg
1 min.)3@oOat dramatt de co-BOQACAmMenlbpAELtLPHEe
sunt ptstrate 'n azlb36AG.c hDealc dmd e lreanmpees tap riue
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rapi d, pentru evitarea |l eziunilor celul are

obiectul este decongel .1 a temperaturil e +

Avantajele crioconservdbiridi mi comabiglainti s ¢
i nfectare a probel or ; subbul at at EHiulpputomopdruic
chel tuieldi reduse de ti mp K i ma t énrsitant@n "Ha

intermediare pot fi utilizate pentru prepararea inoswlui [250].

Dezavantajele met odei constau “n: nece
per manent a l funcSionktrii aces'tnui et pmbdesrpecac
pentru evitarea exploziei efbpol élnertde S§hi o
[250].

Liofilizarea.Cn ul ti mil e decenii aceastt metodt
sunt specializate “n conservarea Hi pLstr a
celulelor microbien@a f | at e "~ n stare congel att, prin e\

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

Pentrupr i ma datt aceastt metodt a " fooesrtc ed ir
histologice. Liofilizarea microorganismelor a fospd i cat t de Ham®Cn n
primele experienHe de | iofilizare "~ n calit:

fiziologudée, cdbbunlke.oAl elgaeprteea ¢ or e cdfidient @are wunn u |

caracter empirif209].Cn prezent | iofilizarea estmarepe |
Hi ptstraredacnhndel uhgat t aati nobacteriilor,
vaccinurilor ki pl asepr esanygarn Ssea p riboafci et eee inspul
Col ecSia Catedrei de Microbiologie (Univer :
[111, 157, 217, 265].

Procesul de | iofilizare poate fi di vi zat

1. Probel e ¢ ongsent pldsate pe maftufild med ree i "N car e
l'iofilizarea. Congel area se efectueazt “n
apari Si ei cristalelor mar i de ghea$St, car ¢

semnificativ viabilitatea microorganismelor Congel area rapidt duce

“"n probe | a finele procesul ui de sublimare
aburilor de apt prin stratul produsul ui car

2. Evaporarea gheSini camer dode”  hiwofdliza
el i mi na Hi “"n condensator, unde intr©ond37 n
133].
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Pe parcur sul Tt ofi i zErii, mi croorgani :

t e mp er at unirjoase,ldghidrgtareerehidratare, etcarep r o v 0 a ¢ telularef1Ad. u n i

Cn baza mai PalcONstadaic L c evri @adti Hriit ag ea mi cr oo
varietatea taxonomickt a culturii, foratector, d e
compozi Sia acestor medi i, regi mul de | i ofi
durata), condi Siile de reactivare[lfdcompozi S

Ulterior sa stabilit ct pr opri et £t Sonulni'aptreot pacd e@clr e s |
compozi Si eerut samgpir, protdinele, gelatina, laptele, buliaie carngdextrinele,
amidonul, polietilenglicolul, polivinilpirolidonul, peptar{64].

Efect protectopos ¢dd £ subst anS$el e raza, gajadtoza, glugpimdide o z a
sodi u, e t, pentru Doélizarea micrdodganismelaunt folosite medicomplexe: 10%
gel alD®Wot zahar ozt; +1760p tgel udcedbpreey sleactb 7, 5% gl u
20% dex+# ra,nE% c | or w05k tiodeebamidnod j 5% aci d astorb
5,0% mezoinozitol; 1% lapte praf 1,0% glutamat monosodi®&4, 143, 191].

Eximdit multe ipoteze care explickt mecani
Vv medi ul | i oipersabiste §e ocacenf@iLsbteazk emamn
anumi t ni vel ; cantitatea minimalt de el ect

uscatt celul a;
Vv mecani s mul de protecSicehiensitce .| eCgoamp udck

mol ecul ardar ad &)k, (Etaterguan d©n'dmopsr eedstiluéenke cu cea

astfel el imin©nd pericol ul l eziuni i perete
mol ecul art mare nu pttrund " n celult, ,dar
efectu®©nd o acSiune asupra “nvelikului <celwu

Vv dupt o alttit i potezt propriettSile | i
de structura Chiomprietaataccae sd o r a ntfele celulare)dee g L 1
exemplu a aci dul gl uUdugropa blH, Kk ii aar dian izmthiaaugrupéde K i
OH. Se presupune ct soluSiile | i o pspeciale ct ¢
membrana acestefi87].

Pentru liofilizar@a microorganismelor din diferite grupe taxonomice sunt utilizate diverse
regimuri. De exemplususpensia de fungi (10 10°c el ul e/ ml') "~ n medi ul
50%lactoza + 9% zaharozt) s20,-ZoAh@,el Hiazkel Bhiofili
sublimatorului de+20..42 6 AC, r e f r4b.g6e0rAaCt, o r url uv & @07umm/Hg.a O
Timpul decongelaré uscare este de®h, uscard 2h . Fiolele sunt sigi
p L s tlar’ antt @ n & \[64418,209).
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Celulele liofilizates e pLstreazt mai bine “n vid sau
dec Ot “n aer. Oxi genul are &efect negati v,
me mbr anei celul are. Culturile liofilrade&te
6 AC, deoarece ptstr3airAdCackal hempeiHararaades |
celule vii[133].

Cantitatea de apt rktmast "n probele | ic
l'i of il i zare THi p e dler aat pak priesnma nkter ni to46,0%yCaarhina
dependenSt de: medi ul |l i oprotector util iz
tul pinii, c ondi "Horabélogp Cdnet pl Las t nrildvriogel .agtad stddepremtoa, ab

microorganismeZ09].
Luminadeas emenea i nfluen™Heaztit n e geadcaea probeteu pr
sunt piLtstrf@WOe | a “"ntuneric

Un rol decesiv pentru viabilitatea tulpinii liofilizate lre procesul de rehidratare a

celulelor, cu alte cuvinte reactivardas n st are de anabiozt. Condi
Kocul osmoti c, maj oreazt numbruldeder,goedllul e
ob™i nute prin wutilizarea " n calitate de me
asere nea ~rmecaleihtiadtreat anSbul pohufi detchrnatep
organi ci sau diverse medi. nutritive. Cn u

carne timp de 10 min., fungiin apt de r 01bZ20 mia.t pentru smgptonkte esie5

preferabislobll wiiilliozra [288p80 29.e de struri
Celulele care au suferiustereuidi phspra
prin sensibilitate “nal trtesftaPhi | s cmendiiii lue oc
specifice[209].
De rgoulplr ocesul de liofilizare, estuk | e

Celulele liofilizate adlagf aza de crekterensmhi act ede tdaurpgLa V2L
Bpasg sau dact medi ul de cultivar[@®a fost su
De rggaultbkul pinil e de microorgani sme ptst

prin alte metode este verificattsejabhnl istpa

producti vittit™ii de bi omast, propr i[@UOH0THi | or

Rezul tatele mai mul tok Icieofcieltibz ar eaau atm
ptstrare a viabilitbpri emb®™r borgaal smelhse |
De exenplu, la Catedrad&i cr obi ol ogi e a UniversittSii d e
de 207 25 de ani, speciile genullActinomycesk-au pLtstr at la nivel

propr i etdcBlturblee Actmobadteriile liofilizateT p r o d u ciestrépiomiciaei,
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clortetraciclinei K i OXi metarcacive lt ibrpeii ,id@mu i 3
ani [265]. Conf orm datel or al tor savan'H, raCHi , Hic

pr ocaraiuotpet sHir at viabilitatea Hi pestei 350 ¢
ordine, cantitatea de celule viaRdl)e a fost
Savang$ii romoni Comanulki ptRatdrviami, i ed alcit tut

ale tulpinilor de streptomicet&treptomyces sf7-72, Streptomyces sf?11118, Streptomyces

sp. P12137, deasemenea au recomandat l'iofilizare
actimbacteriilortcEnaktt iamoltaomtsdaraitial e sunt de
proces, i1Par compozi H a mediul ui de pi46.t e c "Hi

Experien™He | egate de psttstefag etau aatcet[lidbiio ba
195, 244, 266].

Ast fel, compar Onabnsaeiviaee rks e i mdtl acken 'Hhe aces
microbiene, putem constatat | i of i | i zarea este cea mai ef
ctreia pot fi ptstrate calittSile biotehnol

Viabilitat ea “nal t it THi stabilitatea activitt’
moni tor i zaHi pe durata conservdirii Hi pLtst
interes biotehnologifl19, 208, 222].

Astfel, “n a@adlBiNS5anipeadfiioat moni pooduma St a
bi omast Hi activitatea antimicrobiant a tul
sub ul ei mi ner@4d. Hi stare liofilizatt

Cn r e-ault atulpibaiStlevarigCNMN-Ac-01 awea o capacitate de acumulare
a biomasei di feritt, “"n funcH e de metoda

periodic productivih e a de bi omast, al acttzatt pd s udi3cud ei

15686, i ar | a cenoptLbt-amotficatf2rh st ar e |
Activitatea -anscmi mbabi ant fel ul ur mkt or

ul e mi ner al Hi prin transfer per iCadbader a

michiganensis i ar “n iurpma np# otart ter i3 meEtwnid eajotov@rg t i v

Aspergillus nigefH Alternaria alternataa s ¢ £ z,071t19,086427]1 O

La tulpinaS. canosuNMN-Ac-0 2  Hi variantel e ei ob™Hi n
uv, ptstrate “~actfiovimbtatlegafaht izmitder, obi &nt &
michiganensisA. tumefacien$i A. nigercu doar 6,1 7,75%[183].

Liofilizarea este o] met odt eficientt
mi croorgani s me, astfelnumbumenali ti dpoteltohé
mi croorgani smel e ~ Ki mani festt rapid activi
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surse preSioase “n cadrul procesul ui I ndus
supuserise| ui de wvariabilitate a paqqatelsep8timanifestHi
l a cul turil €nsptmsCnrSaktre  psraiun srueb  ul ei . Ast f e
domi nant cu altul, care di sgune td emd2bl].tse Lzrua

Mi croorgani smele variazt foarte mul:'t “n
't ofi i zkrii. Cnpaogzinteirae , phbazcitretri i 6 er &r & mm.
bacteriile Grarmegative. Deasemenease cuna Ht ges pootr i i sunt mu | t m
celulele vegetative, la diferite forme de stres, inclusiv liofiliZ8i@.

At unci C Cgntds euHht es pcoorn d i "Hi i favorabil e de
f or me azgermimativiblu | s e hifedezWronh et afeld_aerlenéH i un Hir de
ciclului celular. Celuleles por ogene pot conHi ne 50 sau ma
ordi nea, pozi H a 'Hi segregarea cromozomilo
pu'Hi n tdeome (sRar AB THi Ft sK), caea coehdbuel o
| a n Adwspoii. Mai multe genenportante pentru procesul dporularea hifelor aeriene au fost
r ap or $. adeleolofde exemplu, genelegah i A, whi B iHd a 'Wihda Dp e rEtxrp!
spor i Stleggomycésne zi dt pr o b adeastt fragmmentdicel@leaud , a pctbr u t
presiune selectivt, ceea ce ar independenddeialtep | i
organismes au “n medii extreme.

Capacitata spoi or de a supravi edui t'rrne baikd e gstte ufm

directt c wpigmerdtilorrdlii n aarrguerifieepentruunel e speci i, C ¢
dezvoltarea <celul el or THi produc ™ a tde wnerfa
hifelor, considerat a fi cea mai i mportant |
fi secretat e, " n s p e kbaiueelestréptomicetanetabolianpul secarlddr a

Hi di f er en Hi e Die puncpde tvderé flogenetictsteptanticetele faparte din

actinobacteli, un grup demicroorganismeGramp o z i t i Vi al cktror mate
bogat “n GC (70%) c o mp a r Bstherichiacali( 5ad %)e. blanop ce
d e os asireptomiceclors e dat oreazt par "Hi al faptul ui C
numer oase Hi ma i versatile microorgani s me
metabolitul ui Hi procesele de biotransHiorn
chitina Hi rolul | or fundament[d@13. "n cicl uri

Streptomicetele sunt Gramo z i t i ve Hi se “"nmul Hesc pri

favoarea depozit tr j201]. Hemrucongetara $actariloesunt necesarel i z

medi i de protec™Hi e care [EBpnH n zaharur.i Hi
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Ast fel, consult®©nd sursel e |l iterare K i

acestora asupra culturilor microbiene de interes biotehnologic, putem concluziona ¢ o f i | i

este cea mai opti mt ‘'Hi acceptabilt metodt
propriett™i |l or | or biotehnol ogice.
Odatt cu creHterea | mpor t an  He iatajuohedstna e i

acetui procesPrimele tpuri de utilaje folosite pentru liofilizare au fost sublimatoarele TG 50
Hochvakuumtechni k Dresden (RDG) ki Frigera

subl i matoare au fost folosite pe parcursul
incomodi tatea “n folosire ki ti mpgnulomentpalzial n g
aparatelor moderne s t eatcokr idd £ di mensi unil or mici Hi a

poae f i uHor amplbal4ht "~ n | aborator
Liofilizatoarde FreeZone Freeze Dry Systemie marcaLABCONCO, sunt destinate
pentru efectuarea cercettrilor “n domeni ul

industriale.Liofilizatorul FreeZone Plus 12 Liter Cascade Console Freeze Dry Systeshtipce

de | iofilizator poate fi folosit " n instit
bi ol ogice (utilajul dat a fost wutilizat ' n

Liofilizatoarele de acesttipunt "~ nzestrate kdu aicrcteesrofra d e
procesul de |iofilizare st fie ukor monitor

temperatura po3A@, ai anqeolpEnitil | a

Si st emul de condensar e ‘arnv ede penn dveonl ukm dlee
litri, i ar temperatura-84AGte Aapaspge pOmperlat u
l' i ofilizarea substanS$Selor care conSin subst

Dat o rsteniukbde sondensam un volum de 4.5 [Hi temperatur de la-1 0 5 A C,
poate fi folosit pentru l|iofilizaredblsubst a

1.3. Medii protectoare Hi de rehidratare
mecani smul ac™Hi unii acestora

Microorganismele pedr at a ci cl ul ui vital, d ede stresg u | |
Stresulr eprezintt orice schimbare a condi Hi il c
Vitezeil de creHtere sau a viabiliteées@&iH amiec
genom sau proteom La f actori St r es an "Hi saupsapreptimhali aiat r
mediului: temperatura, presiunea,pH , I ' umi nar e a, compozi H a ¢

cunoaHtet faelt wll el e c arset as'di orneag tkLs essacu “sne faafzl.

sunt ma i rezi stent e f a"HL de factorii-ulst iHe
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salinitatea nonoptimalt nu provoact denat u

genom. Pe parcurbistresului hipotermic are loc stabilizarea structurii secundare a acizilor

nucl ei ci, fapt ce duce | a stoparea transcr
ulu. Deasemenea sub influen™a stresul anzimelr pot
i chi di t Lt ™Hii membr anel or , ce "mpiedict tr
enumer at e, “n celul &t THi |l a suprafa™Ha aces
organitele celul are Hi dwge mea amii simidehuledd e Ir
fa™ML de factorii streg#hlhl. nu este pe depli

Pentru supravieHuirea “n condi "Hii n e

mi croorgani smel e activeazt un set adadularime c €
sintetizaHi de microorgani sme, care regl ea
numer oasel e func™ii al e metaboli ™H | or autor
condi Hcihi mi eecoef avormdornjeuraklteo rmesdu nutl up u "Hi

mi croorgani sme posedt <capacitatea de a si

Acest e subst an’He stabilizeazt structur a p
antioxidant [67, 245]. Sub inf uen™a f actoril or stresan’Hi é
protectoare ca: terpeh o r poliolilor, betai nei Hi a u
I mportant |l e revine | i pi deHsotre |coucnad siczuatt ec £
hipot e r mi e ar e |l oc stimul ar ea | i pi dogenezei
mi croorgani s me, se modi fickt compozDe'ekempluf o s f
l a micromicete sub infl uen™a oslterneiscul el eriHtiep ¢
Pe | ©ngt aceasta se atestt Hi O creHtere
acH unea factorilor stresan’Hi sctderea tem

supravi e™Hui riitecunodcytatni in AcehdieH,i ede hipod
| i pi dogenezei pentru asigurarea supravi e’H
compozi H a fosfolipidg0@82]., sterinelor Hi ac

Natura substan'Hel oar t e opanit@aict oaCa &ige¢e’l
ami noaci zi (prolina, peptona) ; alcool i (

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

maltodextrinppo |l i zahari de, xantan); Ssubstan™He ant.
polimeri (dexran, polietilenglicolul, polimni | pi r ol i don) ; subst an He
serul , bet ai na, adrenal i na, mu satr ed ed urpal "Hhe ct
de ac Hi divizate’'pnot2 fcil ase: 1) f ofvitnfieatorg iHi @ sube

eutectice cristalizantel15, 200, 237, 242].
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For mator i de sticlt amorft sunt caribdeo hi d

suprasaturate 'Hi I nstabile din punct de ve
“nal t de protecH e pe parcursul l'iof i Il i zkr
suficientkt pentru i magiluml Ace® aer esau bnsa laencHel ea uo r c
| ega metabol i "Hii celulari care “~ n condertt rp
parcur sul gtstrbridi [ 57, 64

Mi croorgani smele pe durata conservdirio.i |
i nf | udeinf’derii t or factori de stres. Dintre a
modi ficarea presiuni i ; 650k haasemeneaau e h o Hi s € le|

al e compl exul uofilizage5,vOmat i ¢ dupt | i
Numer oHi f &@atzdar iasiupfrlauerd Hcaci t L ™Hi i I i of i
taxonomict a mi croorgani smul uiHi fcaoznadi tHe i Ic

compozi "Hi a me dititrul celulelorcied purl cet € cnt oerl ,Hit emper at

condi Hi il e ‘'Hi medi ul de rehidratare. Cnst
medi ul ui p r au ffost efeatuate difddite téntative de liofilizare a microoranismelor
(forme vegetative Hi sporfospstabilic & matda i vil a i
cu mult mai “"naltt cu apli,chréa pcegeafHa. g

dimetilsulfoxidului viabilitatea microorganismelor conservate este mat ~ n a & marcat
“"nceputul umecr ic (& PReEIPIM@ii e

Datoritt capaciti™i i substan'Hel or eut ec
cristalelor de ghea ™™t [7al9e20pot | eza cel ul el
Substan™Hel e | ioprotective pdtarficet!| asi f |

este divizarea substan™Hel or dupt mast mol e
dupt capacitateaada a@epehat t afi( @e@anomlj etandlul, c |
etilenglicolul, propilenglicolul, dimetilformmidul, metilacetamidl, dimetilsulfoxidul,

gl i cer ol ude p eCoentpruakh “Hii-, oBgo-,npolizahandzla, enanitolul, sorbitolul,
dextranul , ami donul hi dr ox i egelatiha, alte proteineu | o
polivinilpirolidonul, poietilenglicolul, oxidul de pokt i | en 'Hi niliglcaoc @&l apolc
protec™i a extracel uliad0in. Penmeabilitatca enota diatré¢liacested e
sol u'Hi i, de exemplu glicer ol ul’Hii ,s tdreupciamidrea
celul are. Ma i mu | t ca at ot , unel e substan
peretele celul ar 'Hi [64,WB7 209.MNracst punctde tvanlgrd patfima

eviden™i ate trei categori.i de | ioprotectori
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1. capabnetir egée pe oOt peretel e celul ar,
(dimetilsulfoxidul, glicerolul);

2 . capabili st penetrezedi numaiahperir deeé ke
pol i merii. cu mast mol eX@d);art mickt, polietil
3.carenusun capabil i st penetreze nici per et
(pol i mer. cu mast mol ecul art mawulede poketifem, c a

polietilenglicolut6000, dextarul, amidoml hidroxietilic, polivinilpirolidona)[64, 98].

Dupt cum a fost men'H onat, substanHel e
sul foxizii; al cool i Hi der i va'Hi i acestor
carbonici; peptidel e[6d.proteinele Hi glicopr

Cnonct i nuar e @estriereagrupelare nt at &
Sulfoxiziis u n t tioeter.i oxi da Hi care con'Hiin ur

“n apt -Ogrmupmdl &cul a de s[B4.f oxid este chi mi

Cea mai uti i zatt sdnteslduloxdidicarelasta undiapmtector g r
uni versal . l ni "Hi al a fost utilizat “n cal
spermatozoizilor. Dimetilsulfoxidul se utilizeak | a Cr i oc on sbaatevilary e a
micoplasmelor,dha mi di i  or, ci anobacteriil6dr, fungi |

Cn |l iteratura de specialitate sunt di s
dimetilsulfoxidul capaci t £ "Hi i bi osintetice a mi croor

cuti vate “~ n pr da mioi tdadimetibsulfoxie §30%) a "pir ezi nt £ modi f
Hi cantitative semni ficative “n producere
tetracenomicinei C 'Hi de 2 orvatipentru otserie dettuipi@ip t c
de streptomicete natUunr aelfeecdi sdem d tairc amd doisft
Bacillus circulansi pr od u c e n "Hi de antibiotice. As tBf el ,
circulansa cr e s e mdrtord ea "HLu rdd a | url o dneat™Hi wietr §i3@{i ip de b

Cele mai recente studd 0 z i "Hidionatisswdfaxidul ca un lioprotector eficient. Astfel,

di metil sul foxidul a fost cel ma i eficimnt ¢
S.zagrosensis vi abil i tatea cktreia dupt 6iabaBadin de
cea i[6].H al t

Al cool i i Hi derDedi'Hi al aaccelsitior &i pol i al

met anol ul,sHint gleifc¢alt@h@i den | calprotectori,

frecventt datoritt toxicitts ™ i | or rel at i
metanol ul ui este aproximativ egalt cu cea
crioconservarealeur i | or , bacteriilor anaer obEanoluynor
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car e este ma i pu’Hi n toxi c, s e utilizeazt

mi croorgani smel or [6lr ocari ote Hi eucariote
Zkharuril e 'Hi Cmolliitztachraantiudrd i sponi bil e dat

di feritor zaharuri “n componen™Ha medi il or

streptomicetel or. Ast fel, acestea ‘[Mdeplir

continuare sunprezentater e z ul t at e lsea vcaenrHi d totrr iclaorre au ut i
procesul de liofilizare.
Cmdomeni ul criobiologiei S glucdza, xilbza, lzaharazaHi

lactoza, maltoza, trehaloza, rafinoza, dextranul, polizaharidelananuhetil celuloze, guma

arabickt, etc., care servesc ~n (64ROt ate de
Gl ucoza 'Hi zaharoza cu s uSteptesmyceezagiosendisi z «
viabilitabnepreteriHahamtle st tomns tsiutbh¥% i[64]. Rezultatg u r
similare au fost ob™H nute Hi pentru alte sp
Cn calitate de componentfolosilea medondlordeaec
polizaharidele, utilizat pentru liofilizarea tulpi Sreptomycesaureofaciensv i abi | i t at e

d u didfilizare constituia 65)-78,0% [167]. Un alt exenplu de utilizare a polizaharideldde
gnseng " n calitate de | ioprotect ocru eascteests ucpolmp
C 0 n c eend Sr%apéitru liofilizarea lactobacilil§r60].

Ami noaci zi ‘Hi Acald gltamic saa gliiamatul deisodiuc oncent r
de 107 5,0%, de regult “n combina™i e cu al "Hi cCor
ef i ci ent e de cnoproteetdrii penérd algele din genuri@&enedesmusChlorella,
NitzschiaH Phaeodactylum64).

Pepti de, pr ot e i Albemirdlesung dtilizatedb p r o & ékciiopratécteri d e
“n conede@i40Hpent ru ptstranesgeclahgh durat
[64, 196].

Serul sangvin inactivat orhvig, caudi, iegueHi | g udi

“n concen@ir2d0Wi @ destOutilizat cu diferit s
bacter i | or , mi copl asmel or , cianobacteriilor,
| ©ngt efect crioprotector, serul sangvin sa
t o x i aglicerineiHdimetilsulfoxiduluis au al t oo pragteencHiorcir i~ A t i
decon ¢64 [19%]r i i

Gel atina &este un |l i oprotector uti lizat
|l i oprotectoare “"n mediile dei peiot en "HcOsbim c &h |

150% afostd e mo n s t r B.tcdl S.platensid &. levorig 38, 64)].
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Al t compus wutilizat cCu succes pentriu | i
20000 poate fi utilizatt pentru pr odteeccotigae |nkirci
reyl, e utilizeazt peptont bacteriologict sa

cenuH® ggl@. Ca Hi gel ati na, peplk,oaaecar the h

fie congel at e, s e utilizeazt ru a ombenaia Hi
suplimentart nfE4R00oor gani smel or
Cn literatura de specialitate sunt dispoc¢

mi croorgani smel or a proteinelor natur adtee ar

Hi p Dia catizep.r e "Hu | ba c € sntad rt ekapréctchuaamdHe™Hi n u t ut il

[64, 94].
Cnct o substan™Ht care poate fi men H onat
un glicoprotem, “"n care mol ecal atiedaes protl i abaBHat e

Mediul protectorcu®% muci nt me n "Hi n érbaciteaehd64.i t at ea t ul
La liofilizarea streptomicetelor este utilizat serul sanguient r u men ™Hi ner e
vi abi[2l,i61.£ "Hi i

Ul ti mai mpampttant Lt a i of i i zErii este r
rehidratare, dar influen™Ha acesnt®ctat as ume @i
rehidratare put em spori nNu numai viabilitabeat t
prezen'Hei “n el a substan™el or nutritive pe¢
j oact THi tempratura de rehidratare. Cel e 1
temperaturade 385 UC, pentru dfoj gur S .BOoEXImAtAld tmu
care pot afecta starea <celul ei deshidratat
cul turt, pentru rehidratarea streptomicetel
distilate B7].

Cn calitate de medi i de rehidratare pot
struri, glutamatul de sodi u, zahar oBg 167,apa
199].

Pentru liofilizarea tulpinilor de streptomicete, Kujple ai a  Hi Netrusov
|l i oprotective ' n bazai 1Lapg el at j0%diezgarheadr btz £ 'H.
degresat + 0% gl ucozt; | apte degresat. Ast f el pe

bune rezultateostl eolvHiarbuatl ent Hicadil u tt ialtié thedndei pr o
1,0% gelatik+ 10% z a h 231JoPeiru a reduce costul mediului protectorele protocoale

de conservare adngt! uc oz t , care e9.e | a fel de efici ¢
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Pentru a maj oilorgrotective, adesteal da r pesayu dollcomponente.
Astfel, a fost stabilit, ct viabilitatea |
mare 'n prezenHa pol i zaidcamtended ec OtHi | d aapli

separat[66, 160]. Una din prileexppbkei palHamicdliora e s

Acestea contribuie a pr ot ej area cel ul ei de f arg 820104 i e
117, 118, 121, 126] . Pe |1 ©ngt acH wmehade dplret ac Hi'H
antiimfl amat orl28j ‘Hi antitumorale |

Se consodsesiimbcaztceedriwli emdpgul;séH Bor mea
microorganismele heteroH i f ot otortorfoef.el e treermi ner al i zeaz
sbstanHe pentru wulterioara accitanvohaactteera i fl @
mucusul polizaharidic care protejeazt celuwu
r ol i mp oactivitateat psihrofilelor” |j o a prdteinele loprotectoare, care permit
func™H onarea [IWgd.r mal £ a cel ul ei

Unii aminoacizi deasemeneaa u demonstr at eficien™a sa

exemplu el ocvent poate servi ut,0% ipzeanrteas hpiko
viabi | i Liadtobdiciilus rhamnosysare constituia 55,84%4].

Cn calitate de surst de aminoaci zi é&fi p
Spirulina platensis chel tuielil e pentru meb Hi suateeduse pr |
[99, 123].

SavaeXHiriumti nt eres t ot m aerii, carensarit foartd adrdefive d e
dupt urmbtoarele criterii: vitezt mare de
val oroast THi M23}. £€ibnobadtesiilem susfproa d u c e n "Hi de: a'H:
aminoacizi, polizaharide, lipide, antibiotice, hormoni, carotenoizi, hidrogenaze, alcooli,
i zoprenoi zi H. a. Produ'Hi i me n fitbtebned "Hir mawgretu t |
i ndust r i ecosmétalogigeta.[2,49, 48, 53, 79, 85, 105, 112, 125, 205, 206].

Spirulina este un producent perfor mant
utilizeazt ca aditivi al i ment[a4d6]i Hi furager

Cianobacterii¢eal tsupéntor usuab™i niedc ea di f e
pentru diverse domenii ale economiei. Pol i
acest tip de substan’™™e THi reprezintkt o cl &
interes Ilotehnologic Din punct de vedere structural, polizaharidele cianobacteriene sunt mai
val oroase fa™Ht de cele ob™H nute din updriarnt el

func ™ onal2. sul fatate [ 1
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Cn compozi H a poliemabdaiindelkorasc¢i @holdactr

xiloza, fructoa, ramnoza, arabinoza, manoza,c i z i i gal act ur[d48]i c
Substan™Hel e enumerate se util i Z6daCahobacterilee f i
produc o mare varietate del i gopepti de bioactive, au un rag
mecani smul de sintezt a acestoonj wrutbt oirnfdi
studiate 102, 103].

Cele expuse mai Ssus argument eazltor neccee s’k
eval uarea posibilité™ii de wutilizare a extr
protectoare pentru conservarea Hi ptstrarea

Cn calitate de substan'Hezatctei otpir ot et to:

polifunc™i onal e. Acestea suflb? 179.10e da mteat'ld ed

cadr ul criobiologiei este wutilizarea princ
mediilor de pfoteedre. p€onfarmi surselor | it
actvecum suntg!l i cozi del e " n tehnologiile moderne
determinatt de mai mul te propri et £t Hi &l eHi a
dezvoltare a plantelor, acestea pot accel e
agricol e, totodatt determin©nd rezisten’'Ha
umi ditate "~ n exces, tempziratt em 'Ha mie s p & c isfaiul

numbtr mare de a@el80OHBl. fi t opatogeni [ 1

Glicozidele steroide vegetale sunt inclu
Mol dov a, Rusi a, Ucrai na 'Hi a | u seccedtarreglateriude o p
creHtere a plantelor agricole. Cnst dispon
ob™Mi nere sunt relativ |l imitate, ceea <ce a

stl bati ce tlizatecabtod td odvea 261-454.0z i de |

Direc™H a de <cercetare este relevantt d
vegetal t datoritt accesul ui relativ | aHiob’l
capacitate de pr ot epreaproeat @ o nftir aa t'Hoiclaucadrito r e |
mi crobi ol ogi €178, 238, 239, 252] a b iEcsltceg ieevindent af apt el
cadrulricierlcieafti I i zEr i i pentru a asigura pkts
"ndedl.ungt

Conform analizei surselor litergrat i | i zar ea metabol i "Hi Hior
v e g et eaalitdte desoplimentla mediulde liofilizareut i | i zat gelart i o &+ ¢ "Hi
gucozt) 7Tpd®t ru prLtstrarea tuzipntnt oroper tsumie
de perfec™Hi onare a procesului de ptstrare a
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1.4. Concluziila capitolul 1

1. Principalele metode de conservare 'Hi
i nteres 'Ht i i mhihndfarutperiddic; ptasasea sub strat seuutei mineral; uscarea;
conservarea Hi ptstrarea | a temperaturi | oa

2. Tulpinile din genulStreptomycep r oduc numer oase substan

sunt utliz at e " n cel e mai di verse domeni i . Deoc
variabilitate, l'iofilizarea este met oda

mi croorgani s me, ce per mite redum@®nédar il a Hiz
maerialuibi ol ogi ¢ " n stare de anabiozt.

3. Liofilizarea, “n speci al pentru strept
cu alte metode de pbLstrare: ter menul de pt
l'iofi lizate, p Ltcsa mearreeia d aau tfermpgeirdadru,r ar e d u c e
genetice, diminuarea riscului sctderii sau
corectt a mediilor de protec™i e 'Hi tdevpdare a me
economic.

4. Principalele grupe de subst an’He Criorg

al cool i Hi der i va'Hii acestor a; ztharuril
proteinel e, pept i ded substhitle galui ccogopraoctieti anted ae . d
evitond formarea <cristalelor de ghea Ht, de
stabilizare a membranel or celulare Hi antio

Analiza surselor bibliogfice relevante la tema tezei a permis de a foriprdalema de

cercetarec ar e a f ost pusinecesiatepe’iHh eatHeohéir i | umet
a tulpinilor de streptomicete din Col ec Hi
utl i zarea preparatelor natural e ob Hnn wtad i dia
agen’Hi |l i oprotectori "~ n componen™Ha mediil or
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2. OBI ECTUL DE STUDI U kI METODELE APL

| nvese reguidSé lid cbLronbatsaaintnpaeeastt | ucr e
parcursil anilor 20152018 " n cadr ul Col ecSi el NaSional e
I nstitutului de Microbiologie Ki Bi otehnol o

2.1.0biectul de studiu

Cn studi u talpinaStegtomycésicdnosgsKt asi | i ni kov, 197
ColecSia NaSionalt de Microorgani s maloroddep at
met abol i "Hi s ecund &treptomyceaanosusCNNINbAe-02r ea ci frul u

Pozi "Hi a :sDbhoménmlinmia Bacterla Regnul T Eubacteria Filumul 7
Actinobacteria Clasa 1T Actinobacteria Ordinul 7  Actynomycetales Familia 1

Streptomycetacea&enuli StreptomycefNaksman and Henrici943).

Caracterele morfgulturale ale tulpiniiSporoforiisunt s p i riablbacl® descbise, 3

akezate mondpaedifaolr,mkts poovrail it , alungi Si | cu |

aerian dedensucahni stk ,grcienuki é deMcoébiauk Oeushbu)

galbeacr em, pigmenBu mel meatrk.
ParticularittSile fiziolGamt ce&okonibiiloec hk

mi cel i ul ui aerian K i de substrat variazt

gel ati na, peptoni zeazt duwpd ediet,r ehgidir op @rzte alz

H.S , nu crexKkte pe celulozt. Asimil eazt gl uc
manitol ul, i nozitolul, xiloza, zaharoza, a
sorbitolul, inulina, ae t at ul K i citratul de natriu.-kAnt a
a unor fungi.

Fig. 2.1. Aspectul coloniilor tulpinii Streptomyces canosBNMN -Ac-02
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Parametrii productivi ai tulpiniiValorile acunu | £ r i pe mBduUMI sunt cuprinse
" ret5A40i 7,86 g/l; a lipideloii 0,417 0,64 g/l; a fosfolipideloi 11,97 1 2, 8 % f a £t d e
comune; a sterinelar14,51 15, 1 % f a & tomdne; a bminpacidilér38,28 mg/10mg,
aci zi gr akgdil 22,@%, Gd,u3d, 8% i : C

22.Medii,con dkiiSipir e p arcaltiveeap knt rpbstrarea tulp

Medi i Ki condi Si i de cultivare

Conform literaturii de specialitate ont i nuwte zyio|l s e o abordar
pri veHt eurqporegmedirieanut rri ti viedeercah'Hilei bnreactees,i tl
ale fieckrei di ntre t ulUnmadiuhuritiveethilibdaprestpened e
compozi H e calitativik Hi cantitativkt care s
bi omast | atio cemecmint £ afHa i ngd onnicneen t dea "Hi @z iddeu r
nutritiv are un efect semni ficativ asupr a

cant i t Lt tlice la stiraulaaemrtificatit- a sliinpieadeli or danismeL t r e

dar reduce randament ul bi omasei . Studi ul [
extrace vegetale asupr& r e Ht ac u mubHio ma s e i Hi a | ipidel
compozi H a | ipidelor totaleteghel oprdfctectde
exogent a | ipidelor, care trebuie luate " n
s e mn i ftampoa€htelaminerale'eme di ul ui pentru cultivarea
cea mai bewarot ests (WH.SC;, dedpotasiu H.POy; decalciui CaCQ; de sodiui

NacCl . Dintre mediile nutritive destinate ¢
medile Dulaney Prus, @Qapekcugl ucozt sau medii or gédlinatepee c O

scar tsurbebde gatbonf Lt i nt de soia, ftHadld tdeipormeria
dep a ni fHextractfHi82 212]

Inoculul tulpinii Streptomyces canosuBNMN-Ac-02 a fosto b "Hi nut l a cu
medi ul D u lorte ieegmeyef (b L) cue2®0 ml mediu, timp de 3 zile, la temperatura de
28U CPentru acumularea biomasei, tulpiBacanosuCNMN-Ac-02afost cul ti vat t
Erlenmeyer (1L) cu 200 ml mediu, timp de 5 zile, pe agitator, la temperaturazs&: pe
mediul M-I. Pentru stidiul caracterelor morfologice a fost utilizatediu Czapekjar pentru
ptstrarea “"ndelungaediulpecunedviz.soComponen’t
prezentaizz "n Fi g.
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Mediul Dulaney (lichid) Mediul Czapek:
Glucoza - 20,0 g/l Glucoza —20.0 g/l
(NH,),HPO, - 7.5 g/l NaNO; — 2,0 g/l
K,HPO, — 2.0 g/l K,HPO, — 1.0 g/l
MgSO, <7H,0 - 1,0 g/l MgSO, — 0.5 g/l
NaCl - 5.0 g/l KC1-0.5 o/l
CaCl,- 0.4 g/l FeSO, — 0,01 g/l

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

Agar-agar — 20 g/l
pH-7.0-7.3

Mediul M-I (lichid):
faina de porumb — 20.0 g/l
CaCO; - 1,5 g/l
drojdui de panificatie — 5.0 g/l
pH-7.0

Mediul de ovaz:
famna de ovaz — 40,0 g/l
Agar-agar — 20,0 g/l
pH-7.0-7.3

Fig.22 Componen™a medizialtoer “dne sct@&iteptammicdes tandsydiin i
CNMN-Ac-02

Mediul protector pentru liofilizare

Liofilizarea se j(prazleiamiantgreti g nud auli arbe a | o g
se formeazt c¢oarsd adreo vdeea cgth edil&drevii. Beatru la minimizan i
acest prejudiciu de regult sunt utilizate
alcool i i, carbohidraSii, polizaharidel e, a

precum laptele degresatjerea, eractul de drojdie

Laptele degresat «i zaharurile sunt | i of
l a I'iofilizarea microorganismel or. Zaharur.i
printrun meani sm de | egara&c A uageicukif oistoé i pi de
degresat este capabil de a preveni l ezi uni
me mbr anel or . Cn CNMN pentru liofilizarea s
baza laptelui degsat sau gelatinein  ~ mbi nare cu .zaharoza sau ¢

Rehi dratarea microorgani smel or de asemeil

it of il i zbEridi K i servekte pentru reapaadtdigtr
saudivere s ol uSialesizotiohocemi ner al e. Uneor i cor
de rehidratare rezultt “n majorarea semni fi
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Pentru pt s SBtregtamgcas canasPMNPAC-02° n st ar e drmiao f i |
unui sceening al mediilor uzuale, a fost selectatediul protector d bazt cu ur
componHh Soki sitliOloa tmhh |, T 2g,e5l agt, i1 NghlguMediut dste sterilizaimp
de 20 min., la presiunea 0,5 atm.

Extractele vegetale

Cn sit uaduii f ost utili zate extracte glico
Bi oregl atori Natural i al l nstitutul uichindie Ge
cerc. Ht. coord. MaHcenco Natalia).

Glicozidele iridoidice au fost extrase dplanta Linaria genistifolia L. Mill (partea
aerianthberprin $okbu™HB3dk hi drometanolict

Fig. 2.3.Linaria genistifolia L. Mill : a1 aspect extern al plantei, i st r uct ur a <chi

glicozidelor iridoidice

Flavonoideleau fost extrase dip ar t e a a e r VYesdbaséum ahlomdiddsn prie i
fierbere “"n sol[6b™Hi e hidrometanolict

HO’

Fig. 2.4. Verbascum phlomoidek.: a1 aspect extern al planteibT st r uct ur a c¢ hi

glicozidelor iridoidice
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Extractele cianobacteriene

@ studivau fostutilizate preparatele BioR (compleke a mi no ac i zASS,Hi f
(complex de plizaharide sulfate cu zing ob™i nut e Ficohiotehnaldgie mlat o
I nstitutul ui de Microbiol ogi e 'Hi Bi ot ehnol

Pepar at el e apu ifno sptr occbe"diereutbee ot ehnol ogi ce de
principiilor bioactive din biomasa tulpinicianobacterieiSpirulina platensisCNM-CB-02,
depozitat INa "Hh adeMidrobrgaBisnme Nepatogene a ingtiui de Microbiologie

K i Bi otehnol ogi e. Extractele conSin, “n ra
i ber i K i |l ega$i (ol igopeptide Ki protei ne
lipidic, macro- K i mi cr oelaemX-a2dle esen$

Fig. 2.5.Cianobacteria Spirulina platensisCNM-CB-02: a- aspect microscopic
(MO, x400yb-cul ti vare “n condi Sii de | &

2.3. Metodele de cercetare

Pentru reali zarea <cercetdbtrilor aui vasta
ger meni | o rbiomaseade istteptomicetéde studiuap r opr i et kclHurdleode mo
tulpinilor de streptomiceteleseparareanal i zt cant it at i dediofikcareac al i

biomasei de streptomicei,e analtiiztt st ateizul t at el or obSi ni

Met oda cal cul ul ui dulumg studiate mi ¢ al viabi |l it

Determinarea “nctrctturiar edae pgee rnmeedniii, vdi ea
conform metodei Kochs e bazeazdt pfei d @agprtaleceslrunitn tv ifaolrim
colonii atuncjc ©nd suspensia din material ul de ane
solid specific. Celulelec ar e det er mi nt ,Seonumeacrue & t $e¢ € ok oma
colonii (UFQ K i numktr ul W oegals tceu armpu notxri uma fpdrea bcke | u

Determinarea viabilitts™ii conform acest e
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1. Preparareadi | u™i i | or succesi ve: pentru m

mi croorgani sme se pcoafgrm sceemain FElg. 2.6UNHimL rud ¢ odea g i

depinde de densitatea celulelor utilizate
0,1 ml
Cl1m| 1
1{:4
Bml BBmI
Cl'ImI {Hml |{Il1ml 1m| D1m|
Fig.26.Pr epararea diluSiilor succesive pentru
2. st mOn™Har ea meuws pe nasgiestiiPethé er i'| e msediu t o e
nutritvagar i zat K i se teammadtl et apteenatzrtu t innmpL t dig &
CnstmOn™Har ea ~n c aStregtomyceslep ienfie cotru ednizrt  peen usl
agarzat 1,0 ml suspensise repartiea z W ajutorul spa u |l e i pe “ntreaga s
agari zat. CnstmOn'Haed eea 3s ddRéd4uéHiépenizti di Bupl

cutiile Petri sunplasate termostatat U=2 8 UC.

3. Calcululn u mt rcaldniior formatek i a viabiGdeuultbgimikr ublup
colonii ale tulpinilor din genulStreptomyces e r e adluipzield7zilé de termostataré (n
dependen™™t de viteza)de creHtere a tul pinii

V Numkbrul de desuspetsiee nallcmleazt dupt fo

M=aA0/V, (2.1)
unde: Mi nr . de celul e “imnulmbimluld emesdu dupotdmad iceo;l
desuspess e | uat pent r Ui coefigentoh@ndiHarg@4d], ml ; 10
V Viabilitatea tulpiniiS. canosu€NMN-Ac-02s e cal cul eazt: conf
% Viabilitatea = (logDL /logPL ) T, 100 (2.2
unde: Viabilitateai rata viabilt Lt &HHst e r apor t ul dintre | oge
viabile DL ( dup t | iHeodmiklriud a rdee) c dl(pu@® retliofilizaee)’i n neu | PHi t
100% [89].
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Metoda de determinare cantitativt a bion
Anal i za canteiit adtei vstt rae pbtioormacset e a f ost r
ce presupune urmkttoarele etape:
1 separarea biomasei de lichidul cultural prin centrifugare la 5000 rot./min., timp de 20
min.;
Tsptl area bi omasei cu apt distilatt Hi ce
f usarea biomaseilatemperata 0 0 UC p©nt | a ob™Hinerea wun
fcOnttrirea | &8.bal an™a analitict |
Studi ul p r o p-cultusle dekuilpinilorrde stneptorhicete
Caracterele morfaulturale ale tulpinilor de microorganisme se determin pr i n
examinarea coloniilor de pe suprarkaiHat me di |
di versitate, u nseronificativec pentrmentifitarea wot genuii $ad Spkcii de
bacterii De obicei, @aminarea coloniilor se faca Iculturi tinere, de 18 24 ore "~ nst Si
cont de parti cul despecitoSdin genulstreptordyeescolonliled @otr fe a
studiatepesteo per i oaddt ide@ziemi ni mum 7
Studiulsee f e c tcanboanm &k mtt oar el or ca@ar actere al e ¢
ML T i mea ap rpentucalanile bine dispersate, deoarece lalensitate mare,
acestea se reduc “"n dimensiuni
Clasificarea coloniilor dupt mkri me:
- colonii maricu diametrul de 4 6 mm;
- colonii mijlocii cu diametrul de 1 3 mm;
- colonii mici cu diametrul mai mic d& mm uneori cu aspect punctiform, abia vizibile cu
ochiul liber.
Formacol oni i | or poate fpuncd ] diormdandtleartte £ al
ner e gfuil laa raefnitloiafsdr nidke;n drrii zcaLi d t ;
Relieful (profilul) cdoniilor poate fi: plat; convex; bombat; ombilicagcuminat;

crateriform, papilat [5].

Margineac ol oni i | or poate avea urmbttoarel e |
cilfatamentoast, ondul at invazivt.

Culoareac ol oni i | or a sfcaagta des ccruil otr iduwptopt at
f ost ebiec ®muac t deoculdaregaigmentul i nedi fuzi bi ktuloareaar e

coloniei,c ©t celuiidifuabil, cu proprietatea de a colora mediul agarizaf 176, 234, 235].
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Extragere a det er mi narea cantitativt a | ipidel
Lipidele din biomasa tulpinilS. canosusCNMN-Ac-0 2 au f ost extr as
Folchmo di fkiic adtebsfOr i s Lt
Met oda presupune urmbtoarele etape:
1 prelucrarea biomasei cu amestecul de clorofoetanol (3:1), agitarea timp de 15 min.;
1 prelucrarea biomasei cu cloroform curat, astfel ca raportul final de cloroform : etanol

devine (2:1), agitarea timp de 15 min.;

T separarea prin hortie de filtru a dei om:
lipide;
T separarea cloroformului de al cool “n po

f uscarea de apt a cl orofor mul pSO,dehidratat;i pi d

1 evaporarea cloroformului la rot&rv apor at or , dumptot cdrie clOi
folosite “"n scopurile necesare.

|l denti ficarea fracSiilor |ipidice

Compozi Hiha calitaaclBitpikdelcamtsitmat etviLbz at e
metodacromd ogr afi ei ."n strat subSire

- s realizdadlublpe OPIXELAGI0O mm Sor bf il ( Kr a:

- cuajutorul capilarul upi etndricmina ed ¢ r a tHa
egale a probelor de | ipide de sidam eywmpo@miac e t

cloroformulut

- ‘ncamea cr omat ogr b &t at mistdmulthdxairetertdietilici acid
acetic glacial (73:25:5);

- placacr omatografickt cul psabkel énaphmeatec
nivelul solventuluimai jos ddinia de start;

- duprécereafazeimale pr i n placa cromatografict i
pOnt | a mar gi ne)c,anpelrac a rsoemae xotgrraagda cdi nHi se

- pentruvizualizareaur me | or | L slaitppei diec ef ,r apcl’'Hidd ee st
pul verizator ullG0¥decacidf oss§ ot ofhipkei ddeni c di zol
dulapul de uscare la temperatura7% U C;

- pentrudet er mi nar ese mtosandtei ntsaitti avttayaneloofprt a € i ia
l i pidice | a-l1Mengpirmatersali npf ompetsiucreer’in Idemisn
pl tci-hegr @l bi diapazbnoldea0-26 B (bel ), recal cul at
[26].
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Liofilizareak i r e astréptomieetelera

Procesul cuprinde 3 etapgura2conf or m schemi

holAYSNEBI | dzt G A @I - ny
pe mediul agarizat eprubete pe mediu_ )
Czapek28cC, a2zt AR BLOIAYI 0Z
timp de 7 zile timp de 7 zile
¢ AN;B OSNEB Congelarea 1a50cC
YSRA de, Liofilizarea 8 ore,
NB LJF NI A presiunea 6-7 Pa
ONiG S temperatura: -94cC
Fiola se deschide, se Diludi A & LIDId
introduce mediul de RAQGUAL I UNZ i
regenerare, s/ NYaNYNyul NB LIS
GSN¥Yz2adl mediu agarizat
Fig.27.Et apel e respectate “n procesul de |«
streptomicete
1. P r ecglturti pentre kofilizarepr esupune ur mktoarele | u

- CnstmonSar ea streptomi cet eltermostafarea lane d
temperatura de28A C, t Tzeyy de

- Dupt obSinerea coloniilor izol at e, ac
agarizat Czapek “nclina#28Q,ertnfaie) adear ea | a

- Ulterior, conSinesauspl epr mbenedi udl uSioa,embd Pir
retortaEr | enmeyer se r epar tarese ehiddu dopde chucigdbeg. a ¢ €

2. Liofilizarea

- Con™Hinutul fiod-20AC se congel eazt

- Ulterior,f i ol el e sunt de pmalefilizatorulucLabecomao & pluse v
liofilizarea are loc timp de 8 ore, faesiuneade 67 Pa Ki t e9dpAeQ;at ur a de

- Las f © rpiecesuluilddiofilizare, fiolele sunt sigilate cu dopuri de mefak9.

3. Reactivareaculturii

- Fi ol a se rdeepstcahti dugpiiwcctitturrdk s e i ntroduce
(apt distilatt), viteza de regenerare trebu

- FHolele cu culturile rehidratate sunt
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- Dupt incubare ten$inmutodlusf i"ml eeipradet L
efectuar eanddhiHaiSe acluotri ikiPetri pg25m@8ldi ul aga

Analiza statistickt a datelor

Rezultatele experimentale au fost supuse analizei statistice uzuale cu aplicaree
instrumentelor statisticii  descriptive (calculul mediilor aritmetice, abaterilor standart,
coeficientul ui de vari aSi e) K i statistici
semni ficaSie). Cal cul ul i ndi cpaotsoirbiilloirt £sSti d tei
MS Excel 2010.

2.4. Concluziila capitolul 2

1. Cn cal it adtee sdteuddhui e€cnt aceakttul picmar de
Streptomyces canosuSNMN-Ac-02, depozitatt " n Col ecSia N
Nepatogene "~ n cal i tate deep rn bsdcunddict posibilitate Hecaplicase d €
“"n zootehnie ki fitotehnie.

2. Pentrust i mul ar ea typmio] cacosUECEMMNEAC-@2) | precum Ki
optimizarea pr oc e sau fostiutilizaeel) pikcipit hioactive de argine i
cianobact erPES,n Lo BYEimERuuiHa platensisCNM-CB-02; 2) glicozidede
origineveget al £, e xLtinaraganistitbliabh Mip k Henbaseumghlomoidds

3. Metodelemi cr obi ol o gnice de ewaluare aiparametrilgroductivi ai

tulpinii S. canosusCNMN-Ac-02 * n prezenSa ©principiilor bi
ci anobacteriant sunt orientate spr e obSi
streptomicetelos ub i nf | at@ilorSa st i mul

4. Metodele clasice de studiuplr o pr i et tclHurdleale tulpmi suht@plicate
pentru ar gument @i leparzitonpdoiirptivinliotr Sde ori gi"me ¢
procesul de | iofil i zar ereptamiceterpeasc triavt aer e” na Clc

Microorganisme.
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3. | NFLUENHA PREPARATELOR DE ORI GI NE
VEGETALI ASUPRA VI ABI L btieptorhyces cdnbsusP | N |
CNMN-AccO02 CN PROCESUL LI OFI LI ZIR

Il nteresul K i mot i v ar eridor dinegertulrStreptasnycassuntu |
determinate de rbtspO©ndirea | or | ar gt t ol €
mi croorgani sme “n producerea metaboli Sol or
evidenSierea imuillacre @bticre«t stii K i acti vi
streptomicete cu potenSi al bi otehnol ogic i

duratac onselrovrb r'in col ec Hi i[38e de microorgani s me

Alegerea metodelor adecvate dene®@er vare a fieckrui grup
dintre principalele sarcini ale Colec™iilor
“"n prezentemewit odes eutcieli zate de cktre cen

ptstr semerdungaemicroorganismel@7, 199, 209].

Liofilizarea, met oda cea mai ut il i zat bt
demonstrat eficacitatea Ghad¢ owmaevaantaj elee ce
met oda derpketsuadr a adeshdmtarg eLi@rearfiaun fattor stresant pentru
cel ul el e vispwns aRncargihisenelod la faatotii de stres presupune o serie de
proceseceluaredistructive c r e Ht er ea per meabi | i t £ "Hi comput mb r
cu greutate ®mbl mcobhaed mroteinelor din cel
acizilor nucleici, inhibarea proceselor catabolice, inactivarea enzimelor, acumularea formelor
active de oxigen Hi ap epradcusal rr o@x i crbat i"Hi i
colonii pe medii agarizatepni ¢ Hor ar ea Vvitezei de cr[édbt er e 'H

Pri mul criteriu wutilizat de chktre micrc

culturii supuse stresuligste viabilitatea celuleloP ot r i vi t exper "Hi | or di

redust a microorganismelor “n timpul depozi
uni i aut o,rcit caopnasriidigirak | or este det eurdmntenat L
di feritele forme de apt din celul t, c Ot Hi
explickt acest proces prin efectul nogcciont aHi

produsele de oxidare ale lipidelor, pritier ac "Hi unea cu compongnt e
provoc©nd molako6y 87a100:1€1]. ul el or
Mi croorgani smele dezvoltt diverse siste

autoreglare extracel ul ar e, uluiromangmutuislia factotii ee d e
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stres [243]. Microorganismele solului, inclusiv streptomicetette zvol t £ si st em
complicate pentru detectarea factorilotwr de
[149].

‘Hi@md cont de specificul fet r u i grup de microorgani s me
dezvoltt | a ac™Hi Uneagr dceesuHi ll oronfefchecszabrrii j u tc
medi i |l or de pr otpentuliewta disougeses pelulbie Hituo &xe st £ o
de aur pentru mediile ,de iIlnolfuderzaae, nesber
componente adi Hi ofsatlreummmr arliéHdi opr eekbenat e pol
etc) poate ameliora starea celulelor supgse ngeldelh dr akbiegerea ager

| i opr ardueimpecteolosah s upr a s ucpurlatvuirei™Huoirr isiensi bil e
proc e s u | | i ofritdviizatbriilii tHi™HiaisiHiu st abi | it & ™Hi i I
O patrticularitatei mp o r & stnefitolniceter e st e strategia | or
condi "Hi i de S t capasitated ide a @hodugei spoExgsporii nhidrofobi ai
streptomicetelor au nu numai func™Hi a de p-
nefavorabileci sunti ardegltiaZlbazHt procmediude di sper

Lat en™™a mi cresd reg acnoi nssn edl estudidl mai multar aspextdirt
cadrulHt i i n"He |l or b ia @ la ofametorevij, determimreacriteriflor de materie vie,
mut agenezadeeadagetniivtat eal pop ®haébktl ei mp acratr &n "HL

pentruconservared i ptstrarea @hcfapbagdpri $mékafHL, 0
echipament ul bi ochimic al i Hpariplearet #&d,uin " ace
peretele celular au fost identificate subst

ai mediului: aminopokaharide, glucani, proteine, lipide, eft46, 264].

Cn ac e | mdjiitaten mawmoleculelor necesare pentruiadtvat ea cel ul
presi ntetizate “nainte d€nstapea deped®r mdg Ht
stare inactivt, "nst stabilizareho Hdi palanr
nereducttoar e, capabonhtdé¢ Hiti sduebstdesacar e.p
mul ti protector se gitsseptoiicetelor, asig@dbsuunpdreanv'iite "Huni r:
condi "Hii d eh i cda g elr ser,se , 0 xdidd & '#ic @ | aidblicagtrehaiqrei
reprezin. o et apt i mportantt ~ n pr@odsebstatul endrgeticg e r

i ntern pentr u rabildecapiioceseler metabolif® 18,65¢ de r est

Tehnicile analitice moderne au permisdetear ea compuHi | ori,cael u
r ol maj or “n inhibarea sreptomicetelor@mnu | @a leiat gtee md
ai germi nkrii S p o rgermicdim Aaiuun aAubosegulator dntensgedifitli ¢ a

calconeler mol ecul e de s emnal iozastrepgomicetejorccu pglaateld. & fost n
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demonstrat, c tale streptomieetior (stiteptomicioal actimerodina, neomicina)

suntprodus€ procesul de sporulaifidi el i mi n dtne t’'i M peandspagjoeipentriu n L
aprotejasporul@t | a reactivar ea p 4 Gamimieasporilonedtea b ¢
“nso’Hi t &t CHi de sporirea cantité™ii gi ber el

domeniu[264].
C practicamicrobiologc £t e & £ @ ma n d aa dtimuladrilorlpentruaerreinara

sporilor. aminoacizi, monozahigie, adenozin monofosfat ciclic, et¢endn Sel e act u

valorificare ar e sur s el or naturale “n toate ramuril
cercettrile |l egaréel de dei brzgiea sbitmolhato
r ol i mportant " n acest sens | e revine prep

sunt de exemplu cianobacteriile sau plantele superioare.

Cn figura 3.1. esteaHeteremteat i zatkhema a

evi dena®™iHeuonnoiri ast f el de pr epar Stemomyees (cgnosas Vv
CNMN-Ac-021 a wutilizarea | or “n a empHi n ern€ldac t mevca
liofilizate.

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

Extracte cianobacteriene Extracte glicozidice vegetale

= .49;»}., > | iV hascozide V

Linaria genistifolia Verbasum phlomoides

Reactivarea culturii liofilizate cu:

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

Dupa
1an de pastrare

Dupa liofilizare

Fig.3. 1. Schema de reali zar e a eaxcpldipieparai€lde | o r
de origine cianobacteri ant 'Hetreptorayges tamaobus a s
CNMN-Ac-02 la liofilizare
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3.1. AcH unea preparat elsouprdae wira bgiilniet tc'H

Streptomyces canosBNMN-Ac-02, lautl i zar ea | or ~ n ¢ o mlzarem e n "Ha
Hi reactivare a tul pinid.i

Maj oritatea microorgani smel or Vi posed
stresul osmot icct,an@ri odcuacr@n da jpurtott eci t opl as ma
echivalentt cu cea a mediul ui extern. Astfe

a produce substanSe de origine proteict (

prew m rmidroorganismeles i mbi ont e de acSiunea temperat

i dei |, un inters deosebit prezintt studiul
viabilitkSii mi cr ooreg Aatunlmemte 1 © r d ardtppubului Hei o f i
Mi crobiol ogi e ki Bi otehnol ogie sunt elabor

cianobacteriant cu activitate bi ol ogict

aminoaci zi K i dinoSpiruiina platehsis CMpGBI0O R € utilizat
substanSt activit a preparatul ui medi cal Bi
membr anel or celalara Kege@f sk imi Sesuturilo

Pornind de la premizac £ pr e p ar a tneSpialline datelinsisau deamonstriat

acH une antioxidantt, antiradicalict, stabi
am propus scopul de a evalua poten™™i al ul |
prezentate i1 &z uwl tdduwl eptetdspddbrhast eianabdctSrispirulina

platensis preparatelePSS, (un compl ex de pol i z dcomapltex dee s
ami noaci zi Hi ~ ol icgaolpietpattied ed’en amemBad n elni"Hap r m

liofilizare, pr ecrunc a8Hii t altee rceeé i doladw dlire a cul tur i
Cn fi2gusanB. prezentate rezultatele cerce

origine cianolP8suipanat vBiabRdaidsueCRMN-Ac-O QL pi” m

calitate de supthent la mediul de liofiiar e gedlaw ¢ @£t Rel@ddrataredduljurii

l'iofilizateae €fneatceastt [4juzapt distil att

Ast fel, " n  u medaului diapnotectomorl BiOAK. mi ic o macde 0,1ir a "H
10,0%, "n toate probele experimentale a fost
proba martor, dar ‘HaHd odevicalitlurtaat en ariant ema
viabilitdt™ i duSeanobsiCMNFAC-0 2 as e ax p ujicet cmipm |

de origine ,Chacabat¢teé¢erei aricauilduie la gernonarea sgpbelor ¢ r ¢
care “n condi "Hinu dgee rcroil nt & 89za66-204]1s4 ,a nld7a,r t1
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110.45 110.36
110 10561 10617 e 109.61 109.9

L;’.— —=
100
89.36

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -

Martor | 0.1% 1.0% ‘ 10.0% | 1.0% 5.0%

Viabilitatea, %o

10.0%
BioR PSSZn
B Martor —— Titrul initial
Fig. 3.2. Viabilitatea tulpinii StreptomycesanosusCNMN-Ac-02 " n ur ma | i of

utilizarea mediului lioprotector Gel+GI suplimentat cu principii de originecian o bact er i

Hi rehicdir atpr idii st i | at t

Cn cont iractela dire cianokagtt i | ,nddecur @ ol ul | or d e
componen™a mediil or de I|liofilizare, au f o
cul turil or l i ofilizate. Sol u™i i | e ut irienez a't

utilizate laliofilizare” nd rc o n c @erl® arimdHi emi c t .
Cn f 8.3 sunt prezentateezultatele cu referire la viabilitatea tulpiri. canosus

CNMN-Ac-02 " n wurma Jliofiliztrii @el+Gl suplimentazar e a
principiide origine@ nobact er PaSpt rBeihoiRdrHhit at cu sol u'Hi i

120

110.46
= 10394 10499 190406 10469 106.38

100 — —
% 87.24

80

70

60 -

50

Martor+| 0.1% + | 1.0% + |10.0% +| 1.0% + | 5.0% + |10.0% +

api 0.01% | 0.1% 1.0% 0.1% 0.5% 1.0%
distilata

—_
—_
(=]

Viabilitatea, %

BioR PSSZn

B Martor ——Titrul inifial

Fig. 3.3. Viabilitatea tulpinii StreptomycesanosusCNMN-Ac-0 2 sub i nf |l uen’Ha

de origine cianobacteriank, detilliioZdatle z'am ec
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Astfel, “n dufpimiaS. tanosusONMN-Act02 cui utilizarea Gel+Gl,
suplimentat cu (0,1 1 0, 0 %) Bi oR 'Hi rehi drid0% wviabitaieaas o | u
sporit cu 16,R 1 ,1428,2N 0 ,%6B3i f eremiSee | enr egi strate "~ n de
preparatul ui Bi oR apCn cadz dula YveBdib @R, dei dpbriblt
rehi dr atdirsetcooltituiza@368 0,966 i ar “n urma rehidra
0,01%i aces$ parametru a atingaloareade 110,48\ 0 , %6 Gn  cpobaidu 1,0% BioR
rehidrapfatdi <tui | at £ vi a0 pilBea tce@an dc d ras triethu ida
probecilBi oR 0, 1% anefectisversiob Wi mbt | i t ade203,94M1 e c r
AceeaHi situaH e a«afzawdt pc anedd prdateattr £uilHooB@R e
o viabilitate de110,43 1 ,%la%ulpinii S. canosu€NMN-Ac-02 la rehidratar&e u  apt di s
fasSt dRe0 v®Rbilitatdlarehidit are cu sol uSie BioR 1, 0%

Rezul tate si mil akHkutilizareafpemtatullPSSr, elgi sl at a
supliment lame d i u | |l i oprotector Geloe,G0% Hi croefltiedtt :
de PSS, " n conceintl0d% Aégfal, p®nttru cultura | iofild]
suplimentat cul,0% PSS, Hi r ethd W r a b h BSH}) @1%,dvabilitatea constituia
104,02 %5 8 pe pent@@d e e a Hi probt rehidgar atmndgicsu
viabilitate de 109,611,046. La suplimentarea mediului lioprotector cu 5,088S, H
rehidratarea culturii liofilizateu 0,5%PSS,, viabilitateaeia cr escutf afiHee sleen "H
pr e c e doestittind 104,68 0 ,%0 Rezultatul a fost mabun” n  wrenha dprobei &ir i |
apt dipsrtocleast t¢ eviaditmte g eultdtiideo109,% 1 ,%b Biabilitatea culturii

l i ofilizatl®0%PsS,cnee Hué pehlt,%bi2a @0 6Ma 38 BS,dr at
1,0%.Cnst Hi “n acestectag maompantivcuipddte a ebuldr at

apt di 50,3 la,%48

Dexireparatele naturale nu au avut un e

viabilitateac ul t ur i i | i of id 4 m@roecu 1A p 1 1823,224 THaGnki o r
"nafdd tde prrobar enlmirdroat att cu apt distilatt.
Cmcercet tri | eam prbpusedreéptosaaptabilireae oncentr aSi e

extractelor cianobacterienarénsasoptbSinmd alzt
viabilitate a culturii (direxperimentul precedent).

Cn f 3.4sunmt prezentate datele cuvire la stabilirea limitelorefectului pozitiv &
sol uieparttelord e or i gi ne @Bireamola att arieantpr obel or
rehi dcat 8ol u™Hi a dagrobBii oBf Dl DDabe " n medi ul
0,1% BioR, viabilitatea culturii constituia 105,980 ,%4 7 ma i pu’Hi n dec Ot
rehi drat at t ceviabiliBiealdRL1I04K0N5E (

63



Valoar ea ma x i matulginii studiateprén lsuplimentatedHnediului lioprotector
‘H a celui rehidratcu BioR ssa ~ nr é gi <suanaaeil 0,1% BioR(mediul protectorj
0,01% BioR( s ol u Hi e d eonstituend 110,46\0t ,%b1(Ba 23,28 1 , % ai mult
comparativ cu viabilitatea pbei martor).

Anal ivzi@rbd | i t at e a tulpmii S1 camoauS€NNNoAflc-D2 cul Wwillzarda i
“n calitate de supl i menptepapteluiPSE,u madi UIn Icia
rehidratantt as o | iWéHHSE, sa st a baclr ieldutiezérea variantei de 10,0%SS,
(mediul protector} 5,0%PSS,( sol u™Hi e de r e hlilObdNa& %% dompatativc o n
cuvarianta 10,00 PSS, (mediu protector} 5,000 PSS, ( s ol u™Hi e doare asguraod r a
viabilitate a tulpinii de 106,38\1,52%.

110.56
120 105.98

110 897

—_
(=]
(=]

Viabilitatea, %
&

Martor + apé distilatd| 0.1% + 0.001% 10.0% + 5.0%

BioR PSSZn

B Martor ——Titrul inifial

Fig. 3.4. Viabilitatea tulpinii StreptomycesanosusCNMN-Ac-02, la utilizarea
concentraHalié opr eparn anteel or de origine ciano

de Il iofilizar e 'Hi aeultusibofilizateli e i de rehi

Dacin c az u preparatuluBioRzal fosdeterminate oncentr a™Hi i | e
atingerea valorii m eéSx canosauE€NMN-#c-02,i aeebsta [fiindtdé OH%%bi t
BioR (mediu protector} BioR 0,01%( s oel de fElhidratare)atunci la utilizaregreparatului
PSShn" n calitate de |l ioprotector Hi rehidrata

Pentrua graportul optim alc o mp o nie dHi @ | u i |l i oprotector
utilizarea preparatului PSS, a fost efectuatt o serie de
extractuluiPSS, " n componen™a medc@d+dl .| iConp rcoatleailett aotr e
rehidratare af o st utilizate apPas, 80%s caie la@anifestatieéfectes o | u
sporire a viabil ittt ™I tul pini.i studi at e.

64



Ast feluwa35. suntfprezghat e rezultatele experien
tulpinii S. canosusCNMN-Ac-0 2 ~ n  u r nrao nucteinltir zat'ldeiP8So (20,0%,p o r i
30, 0% 'Hi 50, 0%edinl|l oommpenemba ec ™Hi e Hi cu ehi
apt distilatt.

Analizarezultateloro b "Hi meit mi, t e schprepafatulPS8k M concentr
20, 0% %nuadb @ f 0 ue n "Ha t tateatalpinii comparatv cuapholbalaitor, \alorile
fiind mai mari cu cca. 600 ;i O,0N1 %5 Schi mbtri mapseseevatue fo
s upl i meedidlutliogrotector cPSS," n con den t3r0g "Bli%e saCn nrreezgu |
o viabilitate de 128,296 ,%3 6u cca. 308 5 ,9%2 riai mult comparativ cu proba martor.
Gener al i z©n d3.2d 8.5, edteenecdsarmemiarcag faptulc tacest rezultagste cel

mai dintretlotat e probele experimentale rehidrat.:
140 128 29
130 L
120 9742 162:93 10579
5 110
2100
3
= 90 -
s 80 -
» 70 -
60 -
50 -
Martor + api 20.0% 30.0% 50.0%
distilata
PSSZn
B Martor ——Titrul inifial

Fig. 3.5. Viabilitatea tulpinii liofilizate de StreptomycesanosusCNMN-Ac-0 2 ~ n
dependen™t de conPSSptm acH rap erxd m &l t méd diii ul u i
rehidratarea tulpinii cu apt di

lLaet apa ua mkttoaafestervialourat tmediuti "He remdeatare de
PSS, 5,0% pentru variantde experimentalede mai susC rfigura 3.6.poat e f i ob
viabilitatea tulpiniiS. canosu€NMN-Ac-0 2 "~ n ur ma ut iPEB$.Zzbohicept e}
de2 0, 0 %, 30,08 GBeomed@HaOWegr oktrebt dr atHL r i i cul
Cu s olP6SHB,@e%.Qre caz unartopmed blei | i opr ot erSi prbbdaa r L
fost rehidratatt cu apt distilatt.

65



Compar@emdl t at el digumaB.® zwealé difiggra3.tgpconst at,t m
diferen™Ma dintre probele martor ~nNGe®wste
96,602 u6iAdiccrd asupra veridicitt™Hii datelor ex|

ViabilitateaS. canosu€NMN-Ac-0 2 " n exper i en’ He IP8S,@meduut i |
protector)+ PSS 5, 0% (sol u™Hi ecreéédt eemiedreannardf e cat i v
maror , constit uNindl 9" O u Honaarl £ 9c7r, 30%,4\rle%) @stev i a
“nr e gi satianta ¢éxpemértna $3010% PSS, (mediu protector}r PSS, 5,0%( s ol u "Hi e
rehidratare)d e p Lt rRlrtorud cu ccal0,0%.

Schi nropbrtaiiteau f ost 7 mr esguzpd Iti rmaeedia@lul liogrotector cu

30,0%PSS,’Hir ehi dr at tri i cuPS$H 5y 0i%. ICinvalilitateautdanitaee
atins139,5N1 92 & ccal 0, 0 % ma i mul t f a"™™kL due aapcke edai it
cucca30, mai mu | t comparativ cu prolBd. HG&rt or
0 b s e rc yutilizarea preparatullPSS, 5,0%pentru cultua liofilizatk contribuiala majorarea
viabi |l i tScaiosu€NMNIAp-02h ni raywpoprtobel e rehidratat
150 13951
140
o 130
° 120 105.47
3 110
= 100
= 90 -
=S 80 -
” 70 -
60 -
50 -
Martor + apa 20.0% 30.0% 50.0%
distilata
PSSZn
B Martor ——Titrul inifial

Fig. 3.6. Viabilitatea tulpinii liofilizate de Streptomyce€anosusCNMN-Ac-0 2 “ n
dependentioncent r aP8iga ne xctornapcotnuel nuHa medi ul ui

rehidratarea t50%PBISHI i cu sol u'Hi e

Pe baza datel or d efiguaile 32ainBl6.| putenp afimaz faptulic &t e

principiile de ori gkPSBpeo bcHi dmBpibabnatlatemsisCNNMACB-Bi o |
02se deosebesc dupt modul dlpmi & eaancsuCNMN-Ac02 n "He
atuncic ©nd sunt utilizate “n calitate de age

streptomicete liofizate.]| mpor t ant de s e mn alestd extraCtenngtralé, ne s t
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majoritatea varianteloexperimantale analizate, sporesc viabilitatea tulpthiu p £ | i o f i

comparativ cu proba martor.

Eficiieod™Hailzkbridi d e p i ,cunear fidaga den@dekvoltanel d tiHpinii f a
supuse oampoimediuiHd i oprotcteoadodld iHlehi dr at alr e,
culturii liofilizate, temperatura de congelare efcn =~ "Hi r u | acestor DLaret or
peri oadraardee gttsal pi ni i “n stare liofilizat:

majoritatea culturilor de microorganisri#s].

C rontinuare sunt prezentate rezultaiele a | wik a b i | i t 3 ddnoSUECNMN- p i n
Ac-02 dupkande ptstrrad é ofinl i tad tpreparatelorale brigicea r e
ci anobacctoemp oannekn "Han me dHii |doer rperhoitdercattoaarree.

Cfigura3.6.poat e f i u r ntblpinii $. canosu€aMN-AciORatl e a f i | |
p r e zextraCldorde origine cianobactei ant Bi oR ( 0, P$5,(1,0%,6,08, 10

100%) r eaccu iavpalt Ldi st il att peste 1 an de ptst
Compar ©nd dat édum3.?pcu eele einfigueaB.2. (viabititateatulpinii S.
canosusCNMN-Ac-02 imediat dup | i ofddn sztxattehm t oat e probel
tul pinii a sctzut . Ma i pronun’Hat acest f a
liofilizare, valoar@a v i abi | i t £ HiO ,%c3oatstnd¢iuipdtusstr,aBr6ea na cde
de BO 6 N®g @6vi abilitatea tul pi 1000 Os cddlez et mau

pronunSatt a we& abbbspertokbseillea cluédidlyrdtedtar auplenentain
cu BiPS®. Hi

120
10106 9.7 10741 19553 10621 1072
110 07.4
.
X 100 o i
$ 90
g 79.06
= 80
s
£ 70 -
60 -
50
Martor | 0.1% | 1.0% | 10.0% | 1.0% | 5.0% | 10.0%
BioR PSSZn
mmm Martor ——Titrul infial

Fig. 3.7. Viabilitatea tulpinii StreptomycesanosusCNMN-Ac-0 2 duptdeumtasn r ar
stare |liofilizatt “n mediul |l i oprotector

cianobacteriant, reactivatt cu aj
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Astfel, du pltande ptLtstrare “~ n istndred ol i efxipleir 2 ane!
protector suplimentatu BioR viabilitateaculturi a s ctzut NdOy i3BONEA %8 B, C
comparativ cu ,0%an icna ZHnbatdrpkr ovbse i1 0

Cercettrile au reliefat urmktoarea dinan

- 0,1% BioRi de la 105,681 0 ,96166101,061 3 ,%4 2

- 1,0% BioRi de la 106,1K 0 ,9%4a899,N 7 %1 5

- 10,0% BioRi de la 110,48 1 ,%11&66107,4N 2 ,9%2 8

Un efect similar a fost 7~ nr e§ icadsu€ANVMN-1 a |
Ac-02 liofilizate © mediul protector suplimentat d®SS,, vi abi |l i tatea cul't
redusdea 300M0O, 230N0 %4 &n r e zruelatcattiwlb ri i cufostur i
"nregi stoantdeaudimmami ckt a viabilitdé™ii

- 1,0%PSS, i de la 109,611,046 1a105,53\2,64%;

- 5,0%PSS, i de la 109,8l1,5%% la 106,213,024;

- 10,0%PSS, i de la 110,368,48% la 107,43,01%.

Rezultateleo b 'Hi atué ®t £ o0 ac Hi une pozitivi a e

supravieHuire a tul pinidie dle asnt rreptomarcet ki

protec™Hi e suplimentate cu preparate cianoba
Cn continuare, a fost apr econadtit'Hi vi adbei |
utiliz@ds o | u "Hi i | BSSdpentrBreactikarel culturii.
Dindae | e pr efigera3t8astee o bvmlslitateatulpiniiS. canosu€NMN-Ac-
02 “"n wurma pkstribridi t i mpn dper elzeafHasph i hotr
ci anobacteriant Hi r e dratatt cu sol u™Hi i d
Pentru probamartov, ar i abi | it atea dupt 1 scadeaiecapts
11,N1 %87 a™Ht de v&hoaraeali miuHtalri.i | iofiliza

rehidratate cu ’‘srorlaigHi 9t rdeet tBi wrRmkt taodrossd di na
- 0,1% BioR (mediu protector)+ BioR 0,01%( s ol u™Hi e diederae hi
110,46 0 ,%ble8108,581 1 ,9@2 6
- 1,0% BioR (mediu protector)+ BioR 0,1% ( s ol u™i e de& derlee hi d
103,940 1 ,9%4e0101,461 1 ,98 3
- 10,0% BioR (mediu protector)+ BioR 1,0%(sd u ™Hi e de irde ki dr .
104,90 0 ,%61e2102,2N 0 %8 4
Astfel, viabilitateac u | t ur i i peste 1 an de pLtstraar e

sckbzut 0800, Tao.mp2ar ati v cu comparativeu pibbaariartor, ma i
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100 =
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Martor +| 0.1% + | 1.0%+ [10.0% +| 1.0%+ | 5.0% + [10.0% +
api 0.01% | 0.1% 1.0% 0.1% 0.5% 1.0%
distilata

Viabilitatea, %

BioR PSSZn

B Martor —— Titrul inifial

Fig. 3.8. Viabilitatea tulpinii StreptomycesanosusCNMN-Ac-02dupt 1 an de pt
stare | imddilulzaltitopmotector GePS§EG!I rewrltii mar

sol uTHi i respective de extracte de o

Cn urma reacuti s bP8IH cdildre ugti d rnediulliopomfedtor i z a
suplimentat clPSS," n di ferit édostconeginstraddi L, umambt oar e
dupt 1 an de piLtstrare

- 1,0% PSS, (mediu protector)+ PSS, 0,1% ( sol u™Hi e dederlae hi d
104,08 2 ,.%B1e899,3N 3 ,%7 3

- 5,0% PSS, (mediu protector)+ PSS, 05% ( sol u™Hi e dederlae hi d
104,69 0 ,%0Ie8101,7N 0 , %5 4

- 10,0% PSS, (mediu protector)+ PSS, 1,0% ( sol u™Hi e diederdae hi c
106,38\ 1 ,%Ble2102,781 1 ,9%3 7

Deci , peste 1 an de ptstrar eS candsu€SNEINM-mL |
Ac-02 scade cucca,GNO -53080 % ' n cazul UutmPSEi zHei 2 exir a
dec@ la proba martar

Cn contai nwane,eval uat tpewitaebiun tan ede cpktlkt
l'i of i'lni zewmée di ul Il i oprautP8%,t"onr csounpcleinn er naDkdelEl m
experimental e fidiimd irleahtitdr at ate cu apt

Din dat el efigpra2% eobt ert wic £ @beacae8,0N1 ,%a2 vi abi | i
cul turii di n 1p raonb ad em ayr Lidsdit rap radrlep tzcactntd. , “n prot

“n medi ul | i opr oRS& ¢t @ar fowp!l i"mMernetgaits sccd der ar
vi abicllturt: £ Si
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- 20,0%PSS,i de la102, 9N 0% 099,58 1 , %6 5
- 30,0%PSS,i de la128,2M6,30% la118,005,65%:;
- 50,0%PSS, i de la 105,781,53% la102,98\0,36%.

130 H
120 L
89.57

[* o]

0O
By

99 58 162:98

]
[
o o

Viabilitatea, %

Martor + apa 20.0% 30.0% 50.0%
distilata

PSSZn

B Martor =———Titrul initial

Fig. 3.9. Viabilitatea tulpinii StreptomycesanosusCNMN-Ac-02dupt 1 an de pt

st ar e | i mefliul ioprateztoriGel+GhsuplimentatcuPSS," n concent,rasSi
reactciuwaatpttk di sti |l at t
Astfel, dabimenn Lcazulmes RH) un cpo noct eenctdoroar "Hi
Hi 50, 08t eaiabi tuti:i l'i ofilizat.e7 8%, @tuncila an
suplimentarea medSSYInuic odnec epnrtortaeSci Sei ed ec u3 0, 0 %
10%. Dar K i "n aceste circumstanSe, "anad tdinn
viabil i tEc@mosu€NMNIApO 2vilia pktstrare “"n stare |
Cn ¢ o n pentm veactivarea cultui®. canosu€NMN-Ac-02dupt 1 an de
“n stare liofilizatt ~“~RSSmedicwlncermnd@rismcsti 80 , dGe

50, 0%, a 6obuPBHRWezatt

Din datel efiguez é¢émrt Btedd obmsier L1 @@L, viprabhi | i
martor scade cu cc®ONO %/dBupt 1 an,iadre ‘prtstr maoawteinlt ir Al
corespun®P&F, oareadetate de supli ment |l a med
sol u'PbSg508eafostobservatt urmbtoarea tendi nSt d

- 20,0%PSS,i de la97,3mN 1 ,%Le05,34N 0 ,9%5 4

- 30,0%PSS,i de la139,5N 1 ,%218136,70N 1 ,9%0 4

- 50,0%PSS, i de 1a105,4W 1 ,%01&094 9 N ®4. 1 3
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Astfel, “n cazul P83, 5,8% a prabelar iliofilizat€ ns onh eudHi
lioprotectoare suplimentateu PSS, “ n ¢ o n ade B0t0%,a3B0%i 50,0%, viabilitatea
tulpinii cercetate scade nesemnificaliw pt 1 an de piLtstrare

150
140
130
100
90 -~
80
70
60 -
50

136.7

%

[e—
[
[=]

97.49

Viabilitatea

Martor + api 20.0% 30.0% 50.0%
distilata

PSSZn

B Martor ——Titrul inifial

Fig. 3.10. Viabilitatea tulpinii StreptomycesanosusCNMN-Ac-02dupt 1 an de p!
starel i of il i zatt ~ n medilimentatcuPSS%y oat cercd eort rGed i+iG
reactciuv astotl REFAI5€%0 d e

Anali z©nd datele din figur aPS%,dé 50,0cuoe cC
ratt de scitdere a viabilitt$Siiakbciolmptamnta |’
exper i meau8,GNIOLYBn@asmae comparativ cu martorul.

Cel mai bun rezultat aofs t ob™i nut ‘oo s @lr @SS, dedse0% iav Lor
culturii de S. canosusCNMN-Ac-0 2 ptsnr astteaafei | i zat t “n me
suplimentatcu PSS, " n ¢ o n ade B0t0%a Sviieabi | it atea cul turi.i
deptki nd c 450na,Ypbba martord e

Pe baza celor const at eltnai eficient sugliment, la npedidl e m
|l i oprotector Ged +Ghampentdan f dpliisad ta toestea exttaatul p i r
cianobacteria®®’SS," n c o n de39,06, a'Hae pentru reactivar ea
mai potriviP$}deb®%. e sol uSi a

Aceastt concluzie este svuisaShiinluittts Sdnesuscceud
CNMN-Ac-02 dupt. | i of 13D,51¢ la,¥2x3i dupt 1 an de ptistr a
136,MN1,994 " n ambel e cwcaazt0% probd maptark i nd
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322 Ac Hunea glicozidel or decultuniiSgeptangces e g ¢
canosusCNMN-Ac-02, lautli zar ea | or ~ n ocdetiofiloinzanrHa Hie dri @ ¢
tulpinii

Numeroase specii de plarite e pr ez ent an "Hi ai florei stlob
substan™e Dbi ol ogftavwaxrntadivieel egumglarcoti deel e,
Pol i fenol ii proveni Hi din plante benefici s
propriett™ antioxidatategt Hie san$i u4dist atH muyple

Cn c élg noastret au fost utilizate ®actele glicozidice vegetale: extractuiG
(i ridoi de Linbriddgemistitole) dkiin eve {flavand tduel o b "HVerbastum d i
phlomoidey

Conform surselor literargg | i cozi del e sunt @aompu Hinadu L
determint utilizarea | or “n cantitt™i foart
glicozidelor asupra culturil de%1@% ciuc ®l & X2 .
de 0,57 24 ore[169, 251]. Reiékhd din aceste considerente, extractele glicozidice au fost
utilizate “n concentr a’Hii de Oipl@ 8eiofilizére ® 0 5 ¥
tulpinii S. canosu€NMN-Ac-02.

Pentru "nceput , a fost v e lrinarfa i genastifolia ‘He f i ¢
Verbascum phlomoidésn cal i tate de | i oprotector. ut il

atulpinii S. canosu€NMN-Ac-02.
Cfi gura 3.11. sunt prezent at eS.carosuENMNat e |

Ac-0 2 7~ n fuirlmaz 4 riioi “n medi ul | i oprottéeg WvR'rn Ge
di verse concentr a’Hi i K i rehidrattridi probel
150 139.61
140 127 27 132.7 130.2
© 130 120.86 . 125.07 121.22
°. 120
S 110
S 100
E 90 86.19
S 80
=70
60 -
50
5 2 2 2 2 2 2 =
B 8 3 8 3 8 3 8
E = (=] = [ =) (=] =
S = = = <
=) = =)
[
LG VP
e Martor Titrul initial

Fig. 3.11.Viabilitatea tulpinii Streptomyce€anosusCNMN-Ac-0 2 “~ nl uofmal i ztr
utilizarea medi ul ui | i oprotector Gel +Gl S |

di stil att
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Din datele prezentate "~ n fi gurdibprobamartarb s e

i 86,1N 1 ,%B 9k iviabibtate mult mai mare & ul t ur i i l T ofi li zate
vegetale adbtugate | a medi ul |l i oprotector.
La wutilizarea " n calitate deaedrachuuiilGamnt |
Linaria genistifolia” n ¢ o n c e n tir0e00805%, vihkilitatea cdl&iri dupt | i of
deptki tNIc,u3s84AN,46% Ipr oba martor. Rezultatul n
uti i zeiridi acestui extract “n concentr a’Hi

constituind 139,683 ,%1 7 Cn g e n e mntalé experimerdale @u pveaentat aezultate mult

mai “nalte comparativ cu pr obaNimaidnedr3, wlarc e s
Cn mo d s a miHi a flasaadeldiVP, tulpina S. canosusCNMN-Ac-02
supravieSuind maui pbrionbea, ncaormpoarr,atdwptc | i of i

suplimentat cilavondde” n c on c e n tir0A0BB% cud eiabilitatdde 121D , i6 6
130,DN 0 ,%8(6u 35,081,547 440N1 ., 2mai mare dec®©t variant
maxima | atviabil t deS1BG,AN 0 ,%8 Ga  f o s Pprin suplithéntaneanddiului lioprotector
cuextractVP” n ¢ o n c €0/0@5%[a9H0le d e

Este necesar gldcezidelevagetaldHh c nhecént de awnce

asigurat o viabilitate maimaresat r e pt omi cet e f a$ probd martor] i of i | i z

Cecontinuarea cercetbtrilor | a acest comp:
vegetale “"n caliatate de sol uSi eAdtef didetaac’tn
312sunt prezentate rezultatel e eXpcanosu€NMMe i c
Ac-O02 dupt Iliofilizare, cu utilizarea medi ul

pl ant e s Lidataaeénistfoba H/erbagum phlomoides rHesuspendat cu

princiopi.@ men H oneat €,0sd atircdHor ao hc elret rlad™Hior
principiu utilizatt pentru liofilizare.
Deoarece experien™a a avut |l oc “"n parale
af ost utilizatt aceeaHi NArY8BL martor care c
Cn wurma wutilizktrii “~n calridddatae dest elib
ur mttoaltelre ale viabilitt™.i

- LG 0,05% (mediu protector) + LG 0,005% (mediu de rehidratare
121,88 1 %3 4
- LG 0,005% (mediuprotector) + LG 0,0005% (mediu de rehidratard)
127,8N 0 % 9
- LG 0,0005% (mediuprotector) +LG 0,00005% (mediu de rehidratayei
140,00N 3 .92 3
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- LG 0,00005% (mediu protector) +LG 0,000005%(mediu de rehidratajei

133,75\,23%.

Cn rezultat v i aSb cahosusCAlVINe/Cc-O pr o ledli dr atdeat e
glicozide delLinaria genistifoliaa constituit cu 35,89 1 , 1752,9N 2 ,%lniai mult omparativ

121 7%
TIJ377 ljzll
I 12645 12328

0.00005% +| 0.05%+ | 0.005%+ |0.0005% +
0.000005%| 0.005% | 0.0005% | 0.00005%

VP

Cu proba martor.

150

140.09

140
127.83
130 12186
120
100
90 86.19
80 -
70 -+
60 -
50 4

Martor | 0.05%+ | 0.005%+ |0.0005% +
0.005% | 0.0005% | 0.00005%

LG

%o

a
—
—_—
=

Viabilitate

mmMartor —Titrul inifial

Fig. 3.12. Viabilitatea tulpinii StreptomycesanosusCNMN-Ac-0 2 ~ n ulrinzak rliiio f

reactivirii ~ mlicozielidei i cu extracte

Ef ectu®©nd rehidrat asehbu fiwvondde¥Por alui d foislt i z
ur mttoarele rezul B.a@aaneasu€AMN-Acdri | i t £"™Hi i tul pin
- VP 0,05% (mediwprotector) +VP 0,009 (mediu de rehidratarg)126,4N 2 %6 1
- VP 0,005% (mediu protector) + VP 0,0005% (mediu de rehidratajei

132,2N 2 %8 6

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

123,280 3 ,92 8

A fost stabilit, ct ~ ratard etilivat viabibtatedlad edpet kK m &
proba martocu 37,04 2 , iMB0N 4 ,%l 6

Anali za comparati vi fgurite&2lHli t28Btnello amrt | pre e ZF
pozinedsveemni f iNOgto2008Bb ,9%8 @ ,a5HL de pr oba neriditeor )

din componen™Ha mediil or de S cadosu@NMNtAeG2e asup
Pentru a verificsst abi | i t at ea éxtnactdlorghp oai dicCHt umeget
din Linaria genistifolia 'HiVerbasumphlomoidesasupra viabiti £ "Hi i streptomi
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v e r i Wiabititatda tulpiniiS. canosuU€NMN-Ac-0 2 pest e 1 "an sdearppt dti

“"n medii suplimentate cu extracte glicozidi
C figura3.13.sunt prezentate rezultatedev a | wit a b i | i t L.cAioSUCNMNE p i n
Ac-02 “~n ur man | meodrotdctor Gel+Gl, suplimentat @xtractele naturaleG 'Hi
VP " n di ver se c oantchaabdlorliafiliZate c uHia prie hdiidsrt i | at £ p e
a tulpinii.
140 12541

116.62 12L.I9 116.16 114.49 117.04 115 19

< 120
°. 100
o 77.51
2 80
-]
g 60 -
s 40 -
- 20 -
0 _
o X X = = = X X
E 8 8 8 8 8 8 8
b= S < S S S < S
o =) o .
(en] . (en]
(en]
LG VP
e Martor = Titrul inifial

Fig. 3.13. Viabilitatea tulpinii StreptomycesanosusCNMN-Ac-02dupt 1 an de p-
st ar e | imediul iopratextoriGel+Ghsuplime nt at cu gl i cwz iagpd,
distilatt

Din datel e pr eabesnearavtte o0 ns dtbd§eurreb caa | tivuabiil
dudt an de wptasrne arieof i | NG &(@uccp.OF0 9B& P2, TN
probele I|iofilizate " n medi uLG, | iaopfrostect o
ur mbktoarea r at it WPinisS.candseSN&N-Ac-02:i abi |
0,05%LG i dela 121,88 1 ,%31a4116,@N0,5P6 i cu5,24%;
0,005%LG i de la 127,2K 0 ,%5le0121,188B,54461 cu 608%;

0,0005%L G i de la 0,0 9 N 34 12125,413,11% i cu 14,68%;
- 0,00005%_G i de la 13,75 N 1 % R B16,16\2,91% i cu 17,59%.

Cn probele liofilizate “~n mediVPlafbst opr
“"nregistratt ur mat oinalpihirSecAPsSuNgIN-AcORdl e p Bn 1
de ptstrare :"n stare |iofilizatt

- 0,05%VPi delal12507\1,98la 114,492,661 cu 10,58%:;
- 0,005%VPi dela130,28 0 , 18107,040,61% i cu 13,16%
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- 0,0005%VPi dela121,280,60la112,190\1,5%671 cu 9,03%.

Deci ,1 daptde

tydpinis $. Icaaas@CNBIN-Ac-02 " n

supliment#e cu iridoideLG (0,057 0,00005%,) viabilitatea culturii a
17,5N 2 ,%l &r lasuplimenatrea mediului protector éiavondde VP (0,057 0,0005% i
viabilitat®0aN1la i2e8dd 4 94D ec'Hi
streptomicetep e st e 1

cu glicopirodaf anddlc t de ,

un nivel superiot a

p Lt petacester needicu cca 38,65\ 3

r

at a

me d i

de

sctzuNO,dq3u9 4

de

a,esd e pntagprobemiioldizaté’ n  m

mediului protector cuglicozide LG Hi

mediului protector cu glicozidéP.

Cn conti

nuar e,

soolturd @der e

edi

.
C

supl
t o SS.wcahosuSNME-Ac-ORn #@mtee d af

, 1448,0N 6 ,%@Bla8Bsupimentarea

c.u34,68\cla, 63,5 4 , 9218 suplimentarea

a

f ost

apr econadtit'™Hi vi adbe |
ut i | s aloudiglicozide vegetale pentru reactivarea culturii.

Din datel e figprakld.s et @ thwdaklitated tulpiniiS. canosuCNMN-
Ac-02 rehidratac u

S alé extiatelob G HVPd u d &and e

p r e zghcoZidalor vegetale.

ptseftaoramte

160
138.85
140 7405 130:94 - 19873
120 114.45 : 114.76
$
°. 100
=
3 7751
3 80
g
3 60 -
-
40 -
20 +
0 -
Martor | 0.05%+ | 0.005%+ |0.0005% +/0.00005% + 0.05%+ |0.005% + 0.0005% +
0.005% | 0.0005% | 0.00005% 0.000005%| 0.005% | 0.0005% | 0.00005%
LG VP
mmMartor ==Titrul inifial

Fig. 3.14. Viabilitatea tulpinii StreptomycesanosusCNMN-Ac-02d up &t 1

an

st ar e | imefiul iopratextoriGel+Ghsuplimentat cuglicozide,reactivat”™ n
cu extracte glicozidice
Analiza rezultatelor prezemtt efi gumr i | e

extractel

or

glicozidice
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pLstr ar e eactihasen cukutii Jiofilizate cwextrattG, vi abi | i t aut28& e i
13,440 3 ,%lalc e | e a Hi variante experi menrmu 29N, #e&hi
116N 0 ,9% In c & ziuzlt ruiti pentru VPRactivare a extrae

Ai "ncaasaesobser vat s ctdeS eaaocsu€NMNBAC-02idtutdHi i
an de put3dN 0 ,a57%N 1 ,%lp2ntru probele liofilizate pe medii suplimentate cu
iridoide LG Hi 3,0NW0 ,712120N0 ,%9 5 n ¢ a z u plimentatd ¢uiavorde VB. u

Cu toate acesteajiabilitatea tulpinii de streptomicete este mai mgpeste 1 an de

pLtstrmarestare |l i of i | i z a tpkmentate cu ngécdzidéevegefale:ocu e c t
369N 2 ,i23MN3 % 0 n cazul utliGHcad7 N B8 &XAN3a,%0t4umh u i
cazul ut i | IVPET I extractul ui

Pe baza rezultatelor de ansamblu, putem constataf | p ® iz Ha extrdctelor
gl i cozi di c keinamalpéHistifoliatH&erbhsumphlomoidesa s upr a vi abi | i
S.canosu€NMN-Ac-02lal i o f i konsersargentridfop er i oadt ~~m deoed luencg Hi
microorganisme.

3.3 Concluzii la capitolul 3

1. Utilizarea extractelor cianobacteriene
asigurt uprraati te "Hue risd StepanycestCANOSENMNEAL-2 "~ n pr o

l'iofilizkbridi
2. Sporirea numtirabiuli edeéup@hiull@ebi F a Har d e (
ini Hhalt), " n prezen'™a ~ n R88diidoideLG Hflavonodet e c t
VP, seaplichciprumea stimul atoare a extractel
streptomicetei, caHe. se aflau "n stare de |
3. Cel mai bun efect lioprotectaal extractelor cianobacteriere f o st “nr e (
utilizarea extractului dé°SS, " nncentra™Hi e de 30,0% “"n comp

gelatil 2, 5% + %9l ucozt 7,5

4. Gl i cozi del e v e giratiagénestifolald Verbascumephlamoidesu
mani festat 0 acH une | i oprotectoare ma i f
ccanobacteriant.

5. Cell ma i bun efect |l i oprotector al e
suplimentarea mediului lioprotectaelat i nt @ ,usx% z +  iridoieedin tinaria
genistifolia” n concentra™Hi e de 0, 0005 %.

6. Utilizarea extractelor cianobacta e n e 'Hi vegetale “"n cali
culturiduge pEstr ar e ~amstimulatagsemnificativabiiitdteatalpanti & canosus
CNMN-Ac-02, " n compdratHi eactb. apa
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4 . | NFLUENHA PREPARATELOR Bl OLOKI C  /
Cl ANOBACTERI ANIF Al XBEGERA CARACTERE

MORFO-CULTURALE ALE TULPINII  Streptomyces canosuSNMN -Ac-02
CN PROCESUL LI OFI LI ZIRII

Asiguraress t abi | i t £"Hi i cul turiinteresat @t o aleswid r ud
c Chtpentrucercet&@Cpr ocesul de adaptare a microorgal
0 heterogenitate sporitt a popul a’Hi ei bac
genomul haploid de dimensiuniien ciclul scurt de dezvolta®36]. Cu a t © portantaeste i m
acest aspect “n procesul de ptLtst r-avaeabiltatea ct
mult mai mmaraH B ca al[lLd08midlcr oor gani s me
Conform speciali Htil or dé variabliatese rexplug £ afgreis
ur mbttoarele caracteristici ale acestui grup
- Abilitatea de formare a sporilor «
- Fragmentarea miceliului vegetativ;
- Colorarea miceliului aerian Ki a ¢
- Sinteza pi gmeme@usblhr di fuzaSi “n
- Activitateal[l9dnti mi crobiant
Pe parcungl ciclului vital actinomiceteleHi” n s psteptonaidetelef or meaz £ ¢
tipuri diferite de miceliumiceliul de substrat ar e crekte "~ n Hi pe medi
aerianc ar etepeprimukk i pe care gRgudadbl[B&.azt spori.i

Miceliu
aerian

‘ l"(‘g/

N
4,

)
’ \
> ,}gﬁf’s)\ ﬁ\l\; {
el =

4,
\
o
| A SR

Miceliu de
substrat

Fig. 4.1 Reprezentareaschematicac el or dout t iagaterisic de mi c
actinobacteriilor [163]
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Ciclul vital complex al acestor microorganisnfEigura 4.2)" ncepe cu ge

sporilor" n condi "Hi i favorabil e. G e r ongamea tuleuslor deu |
germinareCn ur ma acest ui proces se formeazt mi
"ncepe diferen™ erea micel i ul wrilor (ohicehul aeram.t r u
Ur meazt spiralizareadai vhiiderl eoa saiemradremret ap

compartimentelor monoploide, dincaregerv f or ma spo$poridie sezfiaot
fragmentarea fil amean’ eldroir dap fstaumma nad valeng tat’Hi
Suprapatal or proadeadshemietteddy g[8 LmAIR]. sau pe

h

Chromosome

segregation and septation
Aerial
hypha

Spore
/ maturation &
Formation of
reproductive
aerial hyphae

Spo
dlspersal

O Free spore

Spore 3
germination "
Vegetative :
growth d? J
Antlblonc | e
production > |

Substrate

mycelium
Figd. 2. Reprezentarea schemati ddd a cicl
La “"nceput col,ondar eocdatnt dwcdeaselt ar ea

aspetgranular, pufos sau catifeldt3, 30].
O caracteristickt importantt a strept omi

pigmém&nifestare vizualt a si RtgmenSimet abe

cul oarea miceliul ui Hi a substratul ui, I nC
scopur.i practice, met abol i "Hi i sunt cl asi fi
bibliografice f i i nd (riguea?.2 [51 182, 263, 226).

Pi gmen ™Hi i mel anoi zi nu sunt esen™d al. p ¢
dar au un rol crucial ~ n e”Hob urek tHi "HicrfBmegp ed a g 4
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Rosu —portocaliu Ex. Prodigiosine si derivate

Ex. Antracicline, grisiorodine,

mitomicine, micorodine

Albastru Ex. Celicomicina-actinorodina,
litmocidina

Q Verde Ex. feroverdina, viridiomicina

Cafeniu Ex. pigmenti melanoizi

Fig. 4.3 Exemple de pigne n "Hi i e streptbmitéie d

Pornind de la necesitatsae | ect £ r i i cpentrudcorisérvargae termenpuhg me

a microorganismelor c ar e gdicjarasseguft el pr microbiene de

ti mpul depozitbkridi HigeHen@ncdk caonactdienoibragtt
stabi |l i te dé mdicatoa laicio®tf i c a procéstliiHidé conservare gradul de
supr avHie 'Huoidrief i ckri | e mcobiepeo z i "Hi e popul a’Hi e

Cn vederdimedpi i mr zde poziatea actiHomeelqr, &ilippavau  d ¢

'Hico-autorii au studiat efectudiferitor medide pr ot ec Hi e asupra vVva

streptomcete. Sa st abi |l it ct st abi |Sireptanyees rubep3®46tar u |
fost ma i md a ®stpaktsutrgaitgtlc ©oer i nt  dinsettsulfmxadd %om éHd i
hexilrezorcinol 0, 1% sau 0, 005 Metée 'Han pacse lr:

omogenitat ea, cdoniidatddomioamp u@ tc rdeeHt er e semni f i
popul a™Hi ei acest eiaomapt et nbkbOde20%[@&]t obser vatt
P o p u |tdpinii &Mycobacterium phleik-4 0 4 1 a fost reprezen
morfologice coloniale.Tipul dominant a avut o colonide f o r mt t¢ @i novneasgine
nereglatt | " n derclodtiegalden. Tipul de pigmentae afost caracterizat de colonii mai
mi ci , Cu o i marotligaul mitie (tipulr 3x & &vut colonii mici (cu diametrul de
aproxi mati v 2 deRhddococCus rhadochrobs3286l asfostiden i f i cat e
tipuri de colonii: ipul dominantc u s upr af afidled Hie wmalt g atip@ pitic o z £
reprezentat de mi ci Astfellcoenricietde i tel oaarde cpha
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efectului criopotector almedilor protectare asupradiverselor tulpinid e act i nomi ci t
depoziAt Hroisit. seafaddtlult , stcadbi |l i zat or asupra
gradubide variabilitate a pestpasiguatte enedii Specifigentrmp u |
S. rubber K-39467 mediul cu5 % g | i enediukple HWiazt de 3% DMSO
0,005% 4n-h e xi | r ez orM. iplhetK-4044 & mediulucul 0 % DMSO HR. pe
rhodochrousk-32851 mediul cu20% D,0 [267].

Experimentele efectuate de micrdbio g i i r uHi au confirmat i

studi a s catadtereloimor F el ogi ce HicanocsusCNMNA@I2e up it e

l'tofilizare 'Hi dtecpadg26/h are pe medii | i opro
Examinarea coloniilor de p e supr af a’™Ha mMend i b ipermée@ a t

determinarea caracterelororfoc ul t ur al e, deseori "ou apemmci feir

cultacti vHt t ' HHi salHeubsemogifcea™H ar suséeemat

Structura popul a’Hi etiatdeea setir egp tfoans tc elt wa tHi
selectare a regimului de congelare a tulpfiicanosusCNMN-Ac-02 " nai nt e de
Astfel, pentru tulpinaS. canosu€NMN-Ac-02 au fost testatieei regimuri de congelare2 0 U C ;
S50UBOHIC. aPopuacestei tulpini pkstratépui n c
de colonii, cumi c el i u Dalpta f 'Hil i grair .e -M0CAsawabspwadt teertipuri tlea
colonii ale miceliului aerian: 79,3%dec ul oar & 6 aMmMbMA4%c4 | oar e gr i (

6, 3% cul @lammg iararicelibl substratului, respectivinc ol or , ujr i Duhit

iof i 1 i zar e 'Foi 0CAB®S%gdin|calanieau fost cmiceliul aerian'H i mi cel i
substrat de cul oa-rcemcailaar i'Hai n 1'Hi, Sdieerssoniléfand ri a t
de 4,7 Hi, re<mectaizwu,] 4,p6 i mmr i-80Crae gaiprurluuti
noudecolonicu micel iul de substrat gtl buli

Ast fel, pentru o] mai idetabnrt HionmeniHaner &

popul a™Hi ei npetodelor ndivipdale de liofdizare a fost ales regimul optim de

"nghe™ar e ~ n atulpiniler stutiate=6 0 43)i | i zar e
AvOnd " n vedere part lecteptaicetdrtaidi optat pedter d e
verificarea sS eabosuONMM-AdiOi2 t wl ppirnoicies ul | i of |

caracterelor morfologice ale coloniilor formate pe medii solide specifice, conform sctiemei

Figura4d 4.
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S. canosusCNMN -Ac-
02" n  m embtectot @ @ Martor
Geat Gindcto |
suplimentat cu

preparate
cianobact
vegetale
A.
Preparatele Conc, %
1- BioR 0,1; 1,0; 10,0
2- PSS, 1,0; 5,0; 10,0
3- lIridoide LG 0,00005; 0,0005; 0,a8 0,05
4- VerbascozideVP 0,0005; 0,005; 0,05
B.
Mediul agarizat
Czapek
C. Congelare la-50°C

Liofilizare 8 ore, 7 Pa, +94C

Mediul agarizat . Incubare i
Czapek ‘~el L ti 28C,71 10zile __---

~ -

Fig.44 Etapele studiul ui st 8teptomycesanbsusCNVN-r f o |

Ac-02 | a ptstrar e 7 prepardrea medildr praiectoatejBi at £: A
determinarea numbtr ul ui Idrenoriolegicaidieeoloniioa®ii | e '+
liofilizarea culturii, D ir evi t al i zarea cul turi. Hi 7" nstm
studiul caracterelor morfologiceal e col oni i |l or dupt | i
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4. 1. Pr opr iceturdl€ldle kukpiniirstoeptbnoyces canosBNMN-Ac-02

peh tHd u p t ilziaafei "' n medi u | ioprotector tivedepl i me
origine cianobacteriant

Pornind de la premizac £t exi sttt o dependen™ML "~ ntre
activitatea sa, nam propus obiectivul d e icemaletulpiniidS. a e

canosusCNMN-Ac-02s u b i nekttaciedondélarigine i anobguetielri aate =
de suspendae a sporil or streptomicetei "nainte c
dupt pLstrare '[12,3.are | iofilizatt

Cel e 2 pr e pdnrcianolmcteadbpiHilina platemsisau manifestab a ¢ "Hi u |
di f earsiutptr a propt bgt £ @i I'Ho r wigioiir & uchnosu€NMN-Ad-02
(Figura 45., Tabelul4.1).

Fig. 4.5. Aspectul coloniilor de StreptomycesanosusCNMN -Ac-02 cultivate pe mediul
Czapek PL ( ma r t DLr(probédHexperimentale)" n pr ezen™a compuHi |
cianobacteriant:
17 Martor; 2 7 0,1% BioR; 371 1,0% BioR; 41 10,0% BioR; 57 1,006 PSSy;
61 5,0%PSS,; 71 10,006 PSS,
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Cn c eperai voeeHt emicaiului aeman,maaificarea acesteia f o0 st obse
tul pi na nsatiundtieatcke niluinoad z U'linzsauw £p e n d L r lioprotectar | t u
suplimentat cu extrad®SS,, " n conceni 108V eCndset , 1 ,doumodificatea o f i
cul orii mi c el i ul Jatoata eariantalexpeamelital¢s4]. obser vat Lt

Modificarea culorii miceliului de substrat comparativ cu @robartor de asemenea a fost

observatt " n urma supl i ment LRASE, madi dlugpit |
aceste schimbtri a u Imodfitare andlogid & euloré middliului ldea  mae
substrat a fosttobsatLr@impohien™Ma wmedchaubui d
BioR.

Culoareamiceliului de substrahu a suf er it schi mbbtri “n

liofilizare a preparatuluPSS$,. La ~ n st mdidfilidate emr e apdepdidsuluBioR
"moncentra’™i i Pbe de fbsO ®lbsdOy ®dt Lt eCzapekdanar ¢
pigmentului rozpalid.

Forma coloniilor nu a suferit schimbtri
tipu-L, dar ~ n pr BSSg acéldn aedevienit fliforime saw dutate.
Marginea coloniilor po©nt Hi dupt liofil

cu adaos de BdoR CnhO,alceHitel®,al0 i ante a fost
coloniilor.

Cabelul4 . 2Figurdd46. sunt prezentate datele-com

culturale ale tulpiniiS. canosu€NMN-Ac-02p ©mMHi dupt | i ofili zare H
extract ePlS®. Bi oR Hi

Cul oarea miceliul ui a e r 4a ahimbat,unmdificalea birfdi | i
observatt doar | a nivel de nuan™k -ga. cul or i i

Modi fichri ma i i mportante au fost obser\y
cu proba martor, “n sobstetAcest priscd HmMd L mi c a@lul
“n cazul wutilizktrii extractului de polizaha

Apari Hha pigmentul ui solubil, care modi
Czapek-pahidoa fost "~ nregigseatriavate a" prpbete
PSS..

Cn ceea ce priveHte particularitt™ile f
probel or experi mental e T ofilizate Hi re
cianobacteriamtr,e madidu c £ obsutpma jnlrieogfiisltirzaatree.

mor fol ogice enumerate nu au suferit schimbt
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5.

Fig. 4.6. Aspectul coloniilor de StreptomycesanosusCNMN -Ac-02 cultivate pe medul
Czapek PL (martor) HDL (probe experimentale) Hi reactivare “n prez
origine ci ali oMbrarc2 1e0r1% BioRL+:BioR 0,01%; 31 1,0% BioR + BioR
0,1%; 471 10,0% BioR + BioR 1,86; 571 1,000 PSS, + PSS, 0,1%; 61 5,0% PSS, +
PSS, 0,5%; 71 10,0% PSS, + PSS, 1,00
Cn continuare, a fost vemiétéetatitnspabces

a limitelor efectului pozitiv al extractelor cianobacteriene u pr a r at ei tup&ii s up

S. canosu€NMN-Ac-02° n pr ocesul l'iofilizktriTapbel at 4de
Figura 47.

Cn acest caz a fost "nregistratt o sch
produce pigmen™Hi solubili 'Hi alemlpordmoe ad i me
suplimentdbridi me iraat IdePiSS, [ ho groontc etdié Mi'HC @t idlei :

sol u'HjkdePSEgpentru regenerarea streptomicete
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Tabel

ul

4 .
cultivate pe mediulCzapek PL ' HD L

3 . P-cubupale alestulpin THEtlepromycesanosusCNMN -Ac-02

r'Heih i

drat at e

s

ci anob a ¢taklirea lantetor efectului pozitiv)

nilor deroggme n "Ha

Diametrul Culoarea
coloniilor, Miceliul mediului Forma Marginea Profilul
Varianta mm
Aerian Substrat
PL | DL PL DL | PL | DL PL |DL | PL |DL | PL | DL | PL | DL
o o = = = o o S S
5 S| < | 2| - |8%8° J | o] - =] 2] 8
= — — 1 = = o o ) () o a
© o o o) O |24|20| © © = =
U7
o o) e o o S T
+ o - - = _ —
Sk S v |[8aol2_| 5 =1 - Y - = = =
S 528| = = |5 TS o =2 Q ko) i) 2 =3 o o S} o)
Spm®3 n © |2 < < [ = = = S £
™ < © | < @) @)
o ._| O _ © © — —
+ o Q S S| ¢ I <
Schs | w | E| E|8E|aE| 8 |aT(=|®=| 2| 2| L | &
) N - — () 0O Qo0 LT 2 |2a|. — S S
SBPG 5 | | 5|6 |S8/88 5 88|15 22| E
— o o - - V) o, |0, - |
o < | < ©clo©° O 1= |= O | O

1.

2.

3.

Fig. 4.7. Aspectul coloniilor deStreptomycesanosusCNMN -Ac-02 cultivate pe mediul

Czapek P L

origine

( mar t ¢orobe exgerimdéntale)yH i
c i an 6 b astabildiidiritelor efectulu i lor pozitiv:

react.

var e

n

17 Martor; 2 1 0,1% BioR + BioR 0,001%; 3i 10,0% PS5, + PSS, 5,0%

C Mabelul4 . 4 Figurkd#8.s u n t

spirulina,

asupr

di st

ut i

i zat
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prezentate
" n  coanpoeretnrHe, B &QJOR@rl iu i
a pr o p rculterdleLalelitulpimiiS. camosusENMN-Ac-02,
| at t.

rehi

rezulS,dn el

(

prez

dr at at



Tabel ul 4. 4 . P-cubbupale alestulpiniiHstleomycesanosSusCNMN -Ac-02

cultivate pe mediulCzapek PLHDL pmezeaiHaentra™i il or spori
PSSz;,, rehidratatt cu apt distil a

Diametrul Culoarea
coloniilor, Miceliul N Forma Marginea Profilul
. mediului
Varianta mm
Aerian Substrat
PL DL PL | DL PL | DL PL | DL PL | DL PL | DL PL | DL
) ; ; ° -
o o) © S S o o S S
5 < | o |5 o |- |EQEe | P | o] 8|8
5 |o|c|S|=|8 |8 |8288 | 2|22
= o | o < O=I0=l o |0 | ®|% |6 |0
@C | T |o |o e e s [
o) o) T T | k= o o - 8 8
o < < g 8 cic Q| _ © © > > o ©
= — - | 5§ 518288 S|l 5!l =31 °|°|3|3
S | 3| 3|5 |5[858% - |-|c|5|6|c5|6|6
= &l & |° |° > | >
> >
ﬁﬁ‘c o = mc mc - - — -
© = = (1 1]
— —_ () YO YO — C| -~ C QO {9
5 131353 |8|¢@ o le | S| 5|58
> Ol o < |°
- = T ol @ =] |
< ‘6 —§—§ +— 4+
éﬁ‘ o o = S O |ISE|lSE|l ® © = =
o < < = =) T | T T loZledl 2| 2| 2| =2
° — — = o e | S — o o Qo Qo
S s | g |© s |29 S WI|ZE|TE S| 2| E|E
3 ™ ™ < N > 2 @) @)
8 > O |Og8|0O &
04 @ IS S
Anal i za dat eTaobrelpurle z4e.ndt.a,t ene nper mi te st
ma i mar i “n cazul Lectar b iexaractulii ide polizahandeldt aitl a tlei
concentr &Hi e de 30, 0
Unel e modi fickri al e culoril or Hi nuan'l
proba martor, c ©t Hi |l a variantele exparim
de PS;,.
Dupt Iliofilizarea MHi rehidratarea tul pin
a extractuluiPSS, ~ n di ferite concentra’H i, nu au f
substrat.
UtilizareaPSS, dinsp r ul i nt 7~ ne 200ma adwstlar naodificarea dulorii
medi ul ui de cultivare “eb0®iohenoz ndgddi marHmur
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Modi fickhkri esenHi ale " n ceea ce priveHt
studiatt dupt |PS&fin izameentnr aphiezeen "Hae n "Hi on

"nregistrate.

2. 3. 4

Fig. 4.8. Aspectul coloniilor deStreptomycesanosusCNMN -Ac-02 cultivate pe mediul

CzapekPL ( mart or ) 'Hi DLe)(mrphbez ex’ple r p onlateduat a r
zinc, rehidr at alti Martor2 i 2Qp026 P85 ,;31 30/0% PF;,;
471 50,006 PSSz,

Dupt cum s &a boeblsuel Fig#a 49..n '"Hml ocuirea apei d
PSS, " n ¢ onc e n torpantHi reactidaeca cultuliofiizat e " n medi i cCu
20, 0%, 30%WPIG,Bli dB@, Q a un ‘Hi r cuhear findedekempluc £ r
majorareadiametrului coloniilor la varianta liofiizit pe medi ul s PBEg.me nt
(4,57 5,5 mm).

Culoarea miceliulue er i an 'Hi de substrat a rtmas r
observat pi gment ul sol ubi l “n medi ul de cu
l'iofilizare 'Hi reSgj. daatuarid i ¢ arP8& | atHicua'Hid etia
rehi dratant nu au fost observate modi ficktri

Cn concluzi egc,t puntleont ua frieramaap ePSS,dnstcial at a
rehidratant nu ar e o ri refnbrdibEultiHiealetdpjnioS. ¢anosus u p r
CNMN-Ac-02 studiate.
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Tabel ul 4. 5. P-cubtupale alestulpiniiHstlepgomysesanosusCNMN -Ac-02

s

cultivate pe mediulCzapek PL'HD L réhidratate n prezenPB&, extr a

Diametrul Culoarea
coloniilor, Miceliul mediului Forma Marginea | Profilul
Varianta mm
Aerian Substrat
PL | DL L | DL | PL | DL PL |DL | PL | DL | PL | DL | PL | DL
© 9 © 9
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2. 3. 4

Fig. 4.9. Coloniile tulpinii StreptomycesanosusCNMN-Ac-02 cultivate pe mediul Czapek
PL (martor) 'Hi DL (preben#®Hapeol meahatiedel o
rehidratatec u s ol u "Hi i date: 1p Martor;2 i1 g0,006 PSS, + RSEz5,0%;
31 30,0% PSS, + PSS, 5,0%; 41 50,0% PSS, + PSS, 5,0%
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Modi ficktri ale culorii mi cel i ul ui de sub

Hi cele experimentale. Capacidc¢arn eac aleo rseianz
agarizatsa manie st at ma i expri mat “n cazul supl i m
BioR.

For ma 'Hi pr of B.lcanbsutNMN-AcOR cultivate pedreediul Czapek
dupt piLtstrare timp de 1 an pe medi ul prate

esenH al de proba martor.

L
| |0l0
01°10

Fig. 4.10. Aspectul coloniilor deStreptomycesanosusCNMN-Ac-02 cultivate pe mediul
Czapek PL (martor) Hd u pltandep L st Tmt ar e | (prabé experinzeatdle) n
prezen'HHi compde origine cianobacteriant,

17 Martor; 2 T 0,1% BioR; 37 1,0% BioR; 47 10,0% BioR; 57 1,070 PSS,;
61 5,0% PSS, 71 10,0% PSS,

Cn continuare, extractele cianobmicit edupmphk
an de ptstrare ’tab esltua rfigdralZillo Sukitilprezerdateézultate® n
studiul ui p r ecplturalee dlet ttHpinii ®. rcanosusGNMM-Ac-02 s ub ac "Hi u

preparat ePS®,y ®Bi olRi Hate emtcali matde udeisdel il
de soluH e de reactivare dupt 1 an de pLtstr
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P-cubbupale alestulpiniiHstleomycesanosSusCNMN -Ac-02

4 . 7.

ul
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n

s
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experimentalt cu wutilizarea “~n cal iutiatBa oRe
concentr &HHe de s b baaeBioRI1L,0de r ehi d

5. 6.
Fig. 4.11. Coloniile tulpinii StreptomycesanosusCNMN -Ac-02 cultivate pe mediulCzapek

7.

PL(martor) Hi dupt 1 an de pt gprobeteexperimentals)ta rper d 2 er
compuHi |l or de origine csSalnwbliaictece i @mmiLtncirp
17 Martor; 2 7 0,1% BioR + BioR 0,01%; 3i 1,0% BioR + BioR 0,1%; 47 10,0% BioR +
BioR 1,0%; 51 1,000 PSS, + PSS, 0,1%; 61 5,0% PSS, + PSS, 0,5%;
71 10,00 PSS, + PSS, 1,0%

Cn continuare, a fost verificatt stabil
cadrul stabilirii limtelor efectului pozitiv al extractelor cianobacteriene.

Rezul tatele acestor etaxlpel uinigwatdd, dseganetse p r ¢
observit o stabilitate mai pronun™Hatt a tu

extractuluid@ pol i zaharide sulfatate cu zinc n c¢
solu™Hi e de rehidratare.
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Tabel ul 4. 8. P-cubtupale alestulpiniiHstlepgomysesanosusCNMN -Ac-02
cultivate pe mediul CzapekPL'Hi dupt 1 ann dset aprtedtlriaorddeil d rmentt
prezen™Ma compuHi |l or de "~or stapidinieitbloriefeatutuib a c t e r

pozitiv
Diametrul Culoarea

8 | coloniilor, Culoarea miceliului M Forma Marginea Profilul

c mediului

8 mm

© Aerian Substrat

= |PL| 1an PL|l1lan | PL |l1an | PL | 1an| PL | 1an

PL lan | PL | 1an
o o _ = o = [¢)) [¢)) — —

g | w | v = > s |8° - - - - | 8| 8

g | 5 p= o o 8 | 2 : X0 X0 o o o o g g

= e Py < 2 £ | < b b z z s} @
+ R ” o o . . = | =
x =l o n N = (S E © « < <
28 ¥ | ¥ (8o - |5 | P s | © | 2| 2| 3| 3
0ol — — 5 o 2 > X0 e} _ _ o o o o
oSl N o S < £ — — Q 0}
S ol ™ < 4] < _ _ 2 2
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c o = = > > = =
28 v | o g| & =22 |o| o |® ©|B B
o W < Ty} £ = © © < < - — 2 =
s - o o 2 2 T T = = o o ) @
S o L4 (@) @) [<5] (] o o - - 5 a—)
=) 2 < < 2 o x 04 @) O] < = 2 P
o < <
S O O

1. 2. 3.
Fig. 4.12. Coloniile tulpinii StreptomycesanosusCNMN-Ac-02 cultivate pe mediulCzapek,

PL (martor) Hd u plt an de ~ mt slibfitzateigprobele experimentaleH i

rehidratate “~ n "pa ezempu Hi | or de or i gi st&bilirglimieloro b a c t
efectului pozitiv: 17 Martor; 2 7 0,1% BioR + BioR 0,001%; 3i 10,0% PSS, + PSS,
5,0%

La urmbtoaxreeax ed tt aPdll wdialalitateacultors $. canosu€NMN-
Ac-O2dupt pitstrare timp de 1Gek@lsupimentatcu®3Sg i o
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concentr a’Hii maj or at e ‘Hiabelul 2% Hifiguatddt e pceziar
rezul tatel e voemorfologice kale dolonilar.ar act er el
Tabelul4.9.Pr opr i et kcidiurhle alertuipmii StreptomycesanosusCNMN -Ac-02

pe mediul agarizat CzapekPL H i dupt 1 anstackéofiipat €t Ff ar @r ez e

PSS.,rehi dratate cu apt distil att
Diametrul Culoarea
g coloniilor, Miceliul S Forma Marginea Profilul
S mediului
o mm
= Aerian Substrat
> PL | 1an PL|lan | PL {l1an | PL | 1an |PL | 1lan
PL| l1an | PL | 1an
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S | ™ ™ © ] Q o S - |=D -2 0O @) ol O
I O O © © > > |Og| O
O] O] S (S
€ N N
< o) S S © © =
ol v |3 = © © © o o e © S| <
B |w| v |8 2|2 ¢ e U U I T I (=
sl s 8|38l &~ N
> - - = = N N N pd z
o™ o ©
o
c | |
c — — o] o]
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n - - = o © © 3] 3]
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Datel e prezentate i ndi ct col oni i ma i n
comparativ cu proba martor. Culoarea migdli u i aerian a suferit S C

prezentate, datp@t Ilp@ft,] ic@treHi Pe c¢c©nd micel
a e culorii pOnt haesthiombdi zdueptr +LONONdal
pigmenului solubil |a fel a variat la toate probele experimentale.

Au suferit schimbbtri f Q canbsuCMVIN-AT@2r gppe &8 ©

profil ul coloniilor “"n toate variantele a r
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2. 3.

Fig. 4.13. Aspectul coloniilor de StreptomycesanosusCNMN-Ac-02 pe mediul CzapekPL
(martor) 'Hi dupe pLtanrdre "n stare | iofnlprzeazden’
polizaharidelor sulfatate cu zinc,h r ehi dr at ar e licMartog,pt di st
271 20,06 PSSy; 31 300% PSSy; 471 50,0% PSS,

C nabelul 410. figira 4.%.sun't prezentate rezB3StHan el
concentraHie de 20, 0%, 30, 0% ‘Hi 50, 0%, pr
rehidratate d&°S$, 5, 0% asupr a pfo-colpralé aet tdpiriiS| canosudNMIN-

Ac-02, dupt 1 an de ptLtstrare. Astfel, di@ensi
eviden™i at prin mbri mi ma i mar i dec®t extel ac
de 30,0%PSS,. Culoareami cel i ul ui aerian "~ n toate probe
schi mbbtri “n procesul bsieoW¥ial izEniailamtodiul dber ¢ r

substrat al coloniilof n pr ezen™a di fer it ®PBES,dar naceena suferitHi i

schimbtri dupt liofilizare.

Astfel, prezen™Ha " n medi ul de liofilizar
ob™i nute din biomasa spirulinei, determi nt
suspendareeulturii S.canosusCNMN-Ac-02" nai nt e de | i ofilizare
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Tabelul 4.10.

pe mediulCzapek PL Hi

dupt strarann dset aprteHil irod hildrzattdr e

polizaharidelor sulfatate cu zinc

Pr opr i e-<didHlelaletulpma StfeptomycesanosusCNMN-Ac-02

Diametrul
N L Culoarea . g
coloniilor, Miceliul A Forma Marginea Profilul
. mediului
Varianta mm
Aerian Substrat
PL | 1an PL |[1lan| PL 1an | PL {(1an | PL {1an
PL |{1an | PL |1 an
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2. 3. 4.
Fig. 4.14. Aspectul coloniilor tulpinii StreptomycesanosusCNMN -Ac-02 pe mediul
Czapek PL (martor) 'Hi dupt 1 an de
rehidratare ~n pr ez en™a p o lcuzna:liaMaitod 2 I 20/0% BS%&} H at at
PSS, 5,0%; 37 30,0% PSS, + PSS, 5,000; 4 7 50,0% PSS, + PSS, 5,0%

p L gprobete experimentalsjiia r e



Cul oarea albuie a culturi] Capddtitp smau el
verzuila concentrddi i J% 'R1,0% &l&PSS, Hi gmtL dkenhni e | a concen
de 3Q0% ~ mdiulnde liofilizare. Miceliuld e s ubstr at " Hi pLtstreaz
dupt reactivarea cul turi:.i ptstr &zahaidetsulfagte. d e

Capacitatea @l a producgp i g me n "Hi sol ubizlei nteadp aubli | apglidsati zca

fost observatt numai |l a varianta exP831 meni
concentraHi e de 30,rénéivaidia cullutiiidBSE.H58%.ea s ol u'Hi e

For ma Hi mar ginea coloniilor a fost ide
Cu excepHi a variantei me ®3SU 1 mi conoen i ettt e
rehidratbtrii ®893,5udi . cGnsatesdHi ecarz col oni i
margine netedt, fa™Htb de forma neregul att 'Hi

Astfel, studiulv ar i abi | i t & tHipinii SncanosUONMBI-@d-0c2e laa pL st

reactivae a culturii cu utilizarea extractelor cianobacterignen d i ¢t o caractetelor] i t
morfo-culturale ale ul pi ni i " n  pmad ¢ ecsuu aspetaimitf i@loil i i il 0

miceliului aerian.

4. 2. Pr o p r rcelturdleldle tulpinii Beptbnoyces canosBNMN-Ac-02
pO©nraHi dupt In ofridrdeamibaboldigcactve de ori gine vVveq

Studi ul efectuat,a ndeaaomistt olaul epglicazedaod & ratt
vegetale dinLinaria genistifolia 'HiVerbascum phlomoides n calitate de |
rehi drat an Hi “n  pr oc e s u lStreptampcésianosugCAIMN-Ac-02H i r

contribuind ora rpetas tvriaarbeial iHit 'Hipi cul turii

Cn contiuarea acesevoal uckent caect i rliG diadrimarier e cdi o
genistifolia'H flavonadelor VP din Verbascum phlomoidess u pr a p r o p fultwaet "Hi |
detulpinide streptomicete "n procesul l'iofi Il izt

C mabelul4.11. figlira 4.5. sunt prezentatmmo d i feipc fomp r i et tclMurdleo r 7
ale tulpinii S. canosusCNMN-Ac-02 s u b i nprepanatelor’ighcozidiceprin rehidratarea
probelor cu apt distilatt.

Rezultatele indickt colonid. de di mensi uni
faaHL d @ matoroAgestlucrs e obser vi ° n tefeau ulizasea Iridoidelot a
LG n concent eodHitbivenaddie VPO ,n0 @C OS5 deeO0086.a "Hi e
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Pr opr i e-<didHlelaletulpma StfeptomycesanosusCNMN-Ac-02

Tabelul 4.11.
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Fig. 4.15. Pr opr i e-dtiHilelaletulpma StfeptomycesanosusCNMN-Ac-02 pe
mediul Czapek PL ( ma r t DLr(probétaexperimentald " n prezen™Ha gl i c
ori gi ne lavehidgratdreaclut ,a p £ :dii Mattor; 2 & ®,836 L G; 317 0,00806

LG; 47 0,00086 LG; 57 0,000086 LG; 67 0,026 VP; 77 0,0086 VP; 87 0,00086 VP

Culoarea neeliului aeriannuafosti nf | uceer 'Hat ezen™Ha gl i cozi
liofilizare a streptomicetei, peGod miceliul de substrat a manifestatn d e p dert d @ u™HE
concentr a’H aat e xatietate de culdrivggalbenterzui,isamoa, cafeniu.

Toate \ariantele studiate au manifestabprietatea de a sintetiza pigmentul solute
culoare rozpal capabis £ i n f | u e nmBduwueForma dolondlor a Bspractici dent i ¢
la toate variantels t udi at e, f kmatprocesuliidenibfitiareiMarginile coloniilor
S. canosusCNMN-Ac-02 preponderent ondulateau fost netede la cultura din probele
suspendat e glicazidein®. dPiofilul colonilor| a t oat e n stwio b fostt e |
ombilisesahjmbktrt dupt liofilizare.

C abeld 4.12. fiblira 4.5. sunt prezentatearacterelenorfo-culturale & tulpinii S.
canosus CNMN-Ac-02 p © nld& Hi dupt l' i ofidimrarca,l i tcat eut d
|l i oprotectoar e 'Hi me dvuegetald e r ehi dratare a gl
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Tabelul 4.12. Proprie t £ "Hi |-alturale aleftudpinii StreptomycesanosusCNMN -Ac-02

r
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retei pratzainCHazigdel or

pe mediul Czapek PL ' HDL Hi
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Fig. 4.16. Aspectul coloniior de StreptomycesanosusCNMN-Ac-02 pemediul Czapek PL

(martor) 'HDL (probele experimentale)H i retei dr pt aizozidelbtade ayigine
vegetal t:

17 Martor; 2 7 0,082 LG + LG 0,00%96; 37 0,0086 LG + LG 0,000%0; 47 0,005% LG

+ LG 0,0000%50; 57 0,000086 L G + LG 0,0000086; 61 0,086 VP + VP 0,00%0; 7
0,00%6 VP + VP 0,000%4; 8 T 0,00030 VP + VP 0,000036

Cn prezenHa glicozidelor vegetale ~n me
streptomicete wfost obsevatiametruimai mareac ol oni i | or f a "Hteledn@ai pr
mar i di mensiumi c &nu lglgazidelohL®B ¢ |Br icio n de G005 "Hi e
mediu de | i ofsd I'inzareai il @e00 @05 dr at ar e.

Cul oare miceliului aeruemHaHi Lt ddee spurbeszterna’l
mediile de Iliofilizare ‘Hi rehidratare a s
' i of i | i z B.rcanosusENMN-Aa@O2.iPir opr i et atea de sintet.i
mediul de cultivare a fost constatd | a t o adtudiateydarrmaa,nt madegi ne a
col oni ei nu au suferit modi fi ckr i S.pcanospsar c

CNMN-ACc-02 cu utilizarea glicozidelovegetale.
Cn continuar e, au f o sotcultusate uake itudpinieS. cpnosDIP r |

CNMN-Ac-02dupt 1 an “dstarelpitsft ir lair 2413 .LFigyrardald). dulpind a
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de piatrreaden’Tmnrldinzadeldta
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Fig. 4.17. Aspectul coloniilor de StreptomycesanosusCNMN-Ac-02 pe mediul CzapekPL
(martor) 'Hi dlupin de pbLtstr ar @robelaexgetineentadg Ini @frielziemé
glicozidel or dlarehdratargc n e d p B g &1t Mattok; 2 7 0,086 L G;
371 0,0086LG; 471 0,00086LG; 57 0,000086LG; 67 0,08 VP; 71 0,0090 VP; 81

0,000%6 VP
Conform datelor analizate, putem obserwvat ut i | i z a rvegatalegdinlinaria z i d
genistifolia’H Merbascum phlomoidesi nf | uen™at di ametr ul col on
l'iofilizatt, cu cenlr egla spticeeatt d e o ¢ n trreaz’ldbbeniat d
iridoidelorLG Hi d &0 a@lavand@dslor VP.
Cul oarea miceliul aerian ato©t | a proba m
schi mbtri esen’H al e, variind “"n dependen’ ™™t

al bui p-®nt ¢ta mubanHe de crem Hi alb de cret
Oschmbar e maia efvoisdte natbts e r waldardea miceliuld ée sybstrat\va e 'H
cul turii st udinacthei,s cpue nnturauafdpar, gglveiv enrazrutio rldi’Hi s
probele experimentale.
Este necesar de a menHie,nal a ctulpeisrme n4gi

proprietatea de a sintetizaagamgimaat ulpalsol lud
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Forma coloniilom e r e g u llaanartor,c aCH i©majoatatea varianteloexperimentale

rrmas neschi mbadeasulmui urdnea lpgrod i |l zar e. Vari a
observate | a utilizarea " n glcazidglooViPe n iHd e me d
dependen ™™t Idaplicatg audostrobsenatdionmal t at &, neregual at |

colonilorNu au fost depiesfHabkedpfebanihart or 'Hi
"n ce priveHte profilul Hi mar ginile col oni

Cn continuarea cercettrilor | a acoalrale cap
ale tulpini S. canosus<CNMN-Ac-02 du pranptst'rmr @tiaorfaHii zraetatct i v
prezen'Ha lGIHVR.ozi del or

Anali za dat efaeul4fr éimA.Batnee meomist @kt €du p L
1 an de pt sderstept@nicdecancietelp sale ifenotipioeu au sufer it
radicale.

TendinHa preparat el or iangtul alondlorsle c p L sliter eaa z
acestt etapt a cer c e S$treptomycesiezvoltatespe imediul, agadzatl o 1
Czapekdupeafillii zare ~ n pr avatam didgenetrg multomaizrad e ¢ Ot a
cazul probei ma r tavespundahai eleswatiahteica fediulnda lidfilizare
suplimentat cu iridoiddeG ~ n ¢ o n ade 0,0005%0,Hirebidratarea probei cu solHi e d ¢
extractLG de 0,00005%C n  cuatziullfiawhddelor VP, cele mai bune rezultate au fost
ob™i nut e | a pmedublegrotectqr guplimentaticeextralP” n conadent r
0, 005% Hisolelh®HudeZed e eac érdctui a Hi e x

Nu au fost observatdeosebirimajore” nt r e pr oba martor n Hicec
p r i vcelddreseemiceliului aerian ¢ u o g avariind 'd diapazanliblb-griii griT albui
ifal b de crett.

O gadet cumari " MHgusttittia Ifaosmhmi odldecloaa @ s u
“"nchis | a proba mar-t oclagrbeleexpbrimentale s amoa sau

Dupt 1 an “dne spttasrter alrie &.fcanoSUZMMNEAC-0 2 udtl @z v @ |

capacitatea de a sintetiza pigmentul solubkcarc ol or eagdr mzat ulpal cul o

Aspect ul coloniilor dupt 1 an de ptstrar.
nu a “nregistrat schi mbHr i nf a’dip odda fcaur malre
deosel i esenH ale: forma circulart cu matugi ni
toate variantele studiatmmar gi nea col oni il or netedkt sau on
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Tabelul414.Pr opr i et tCilurale alerutpiniif StreptomycesanosusCNMN -Ac-02

de mL st maa re®il irod teil d rzatt

dlu patn

prezeinCHazigdel or

cultivate pemediul Czapek PL Hi

origine veget

de
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Fig. 4.18. Aspectul coloniilor la StreptomycesanosusCNMN -Ac-02 pe mediul CzapekPL
(martor)y Hi dupt 1 an de pitstrare “~ n sHiarreeteii drfa
“n preizeomzHad gll or d e lioMaitog 2 Hh G034 LeCy+d G @,00R0; 3 7

0,008% LG + LG 0,000%6; 47 0,00080 LG + LG 0,000086; 57 0,000086 LG + LG
0,000005; 6 0,036 VP + VP 0,00%06; 77 0,0086 VP + VP 0,000%6; 87 0,000%6 VP +

VP 0,000080

La final ul cercettrilor efectuate ~n v
asupra caracterelor mortulturale ale tulpiniiS. canosuNMN-Ac-0 2 , putem con
extractele vegetale studiate nu induc o V
streptomicete “n proces(CIn dea l ipdicatdr denadaptaré @ s
cul turii la factori.i de stres, popak @e a
tul pina studiatt.

Rehidratarea cul turi.i de streptomicete <c

cu 48 ore germinarea sior.
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4.3. Concluzii la capitolul 4

Stud i ul ac H uni i extractelor pcopnoébatiHel
culturale & tulpinii S. canosusCNMN-Ac-02 " n pr ocesul ptstriridi
asupra urmktoarelor concluzi.i

1. Extractele cianobacterieneB(i o RPS%}) Hi glicozidele veg
flavondade)ut i | i zate “"n calitate de GeabopGhtceector
liofilizarea tulpinii S. canosusCNMN-Ac-0 2 au asi gur at o sultuiib i I i

caracterizatt de piLsdupkbkeh amarcdetecorseorvaea

2. Dintre caracterele morfoul t ur al e studiate, cea [
manifestab cul oarea miceliului aerian, forma, p

3. Ovariabilitate relativkt a fost “nreg
substrat, deosebirile fa™tL de proba milawnitor
“n medi ul | i©adypsreot enc tuorrma ppkrsotcresul ui de | i of

4. Caracterul de formare a pigmentului solubil de culoarepadz aptr ut
suspendbLrii cul turii “n medi ul | i oprotector
capacitateale adaptarat ul pi ni i studi ate | amdfiaHiti d roiri dae
sporilor dupt Iliofilizare.

5. Utilizrea solu™Hi il or de glicozide Ve

germinare a sporilor streptomicetei cu 48 ore.

6. Men™Hi nerea tipul ui mor f ol ogi ¢. canogs c o |
CNMN-Ac-0 2 , asigurarea unei Cr erda mir i e sntaat Lr appri
coloniilor ob™ nute "n procesul suspendbtrii

"n prezen'Ha extractelor asapohbacetfeérii eméHe Hi

natural e 'sn atieéin Hitidéldcetai vi t £t ™ HHi streptomicet
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5. ACS1 UNEA PREPARSUPRARPRODUCTI VI TI §
SINTEZEI LIPIDELOR LA Streptomyces canosuSNMN-Ac-02

Structura miceh | L a actinomicetelor asigurt p

genomuril or “n procesul de <crektere Ki ca
medi ul ui de trai. O urmare a structuriae | ol
acestor microorgani sme, determinate de cap:
secundari.

Streptomicetel e prezi ndtakt oachldi Witaltueia estru p r ¢
procariote,pr ecum Hil oabidlei ta& "Hp r osdaurdari: amtdbiodtieeb enkimeHi

erbicide, remedii ancancer, vitamina munomodul at or i, i pi de, f
[63, 220, 221, 228, 248].

Conform unui studiu a circa o2ndilc0elt ep, u bpl uibc
anii 20002 01 7, aceste microorgani sme sunt cel e
bi oactive. De r©nd cu aceasta, datoritt met
ma i i mportanSi furnizori de aechi pamee®nbi og

Nu ma i pu’™Hi n i mportant este Hi rol ul
caracteristicilor gener al ejcolsitriepit o midaet ed
considerabil epod e nacgdpde rpalaiei eoMpléexe ccc on "Hi nu't ti
difosfatidil glicerol, fosfatidile t anol ami nt, [13@.sf at i di | i nozitoc

Rol ul |l i pidel or este foarte i mportant H

care presupune ac H une ac Maaittearpiodeselor del determrare e <
a celulelor “"n aceste condi H i &oelemai dersibilat e
componente structurale ale obiectelor biolc

membranare sunindici i mpor t an "Hi “n el uci darlemembremeloa ni s
celulare laa ¢ "Hi une a defsaest oprrielcbarme cHi nias mel or de I nt
componentele mediilor de liofilizare dor | i

celulare[258].

Condi H il e de cul tivar eauldn efectsempificatie aslCifdea m
lipogenezei microorganismelorU n factor i mportant pentru
consi derdetcarbons &t I & &xpeximdntele privind nf | uen™a compoz i
nutritiv asupra biosigt z e i [ i pi diedloirpidii ca fimadc Wi duaSl e

canosus89 au indicata s u pr a a c u mulipide” i biomasgasestei tukpita dudtivare

111



pe mediu Ml c u d iafdd rtii "Mii . Cel ma i bun efect a fc

vegetal eueide mpbekiaé sau mu'Ht ar . Cnlocuire:
porumb cu amidon a condus | a o cr eHtegle "an r
proba martar Fol osirea fLini.i de soia ~ mulbon@ar d &
contribuit | a cr e’Htaeardetau gparroecae nutlueliuuil ud e dlei pn

i nfluen™at "~ n mod 86 ingiutadtmtdeitipide’| b ipo daogte n2 2 |
Pentrut u | ®.imadsaspore®6, unef ect st i mul datutlizareamedidoi 110 o b "
(unded 0 g/ | f Lisont” nd eo cpl@ rt gembc uc u .fCel mai maredpeocestae a )
lipide " i o mAx5%)a f ost ob™i nut prin creHterea
abkugarea de ul ¢BJ.de mbsline 0, 1%

Componentele de bazt ale membranebhoeadit

frac™Hi e | ipidickt posedt, aceai atHi Icaoné$igatrar
eucariotelor. Men™H nerea acestei configurars
membr anare “'n corespundere cu parametrili 1

reglator "~ nape®oeseal adm{leli@ol8g ani smel or

Se pr esupun emedilerfprotectbarec utikzatéHa pr oc e s ul de
mi croorgani smel or, este determinatt de <cap
frac™i.i | ippiiddei cHi, pdriontterienel ipentru a asigur a

deshidratare sau temperaturi jod266].

Frac™Hi il e fosfolipidicergalné zacei sdbanct e
dependen™t de condi "Hare. Bteptothyes tcamosgsterrezun s c 1t 'Hi’
calitate dabrogde fosfolipitd, ¢uaot importantdiverse procese fiziologic&().

O importan™t nu mai puHin semnificati vt
sterineleir f r atHpedi ckt cu r ol i mportant "N proce
semnal area, transdaaoaiHzar ea Citosc hetcl Adestd ui |,
componente surconsideratenoleculecheie” me n “téia membranelor celulafe nd stare de
fluiditate &bdwJatstt efrume’Hiogi ." n realizarea
cadrul numeroaselor studii f i i nd el uci dspdrife a aceZidhimembranelor o r
pentru a’ ' InersmeafH ndi nami cfaai deuHoB2HE he i
204].

Hi n©nd <cont d e Stepiangcesf camIB@NMN-AcO @i nini cal i

producttor de | ipide, dar 'Hi de i mport an Ha
celulare, neem pr op us duhea preparateloe maturalediiHi z at e " n pr oce
asupra productiviti™i i CHi componen™ei <cal it
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Acest s t u cbmpletezei nsetmesalzegHuw st explice rezu
efectuda e | a capitol el e alguerieunc thetode specifice de consedvare & a
tulpinilor de streggmi cet e din Col ec™Hi a Na™Hi onal £t de Mi

Cercettitrile | a acest capi fooetapeau f ost r ea

1. Studiul inl uen Hei preparatel or cianobacter

biosintetice a tulpinibtreptomyces canos@GNMN-Ac-02,

2. Studi ul (dlicoeildlowegetita s upr a idiezMiol dadtri va t L’F

tulpinii Streptomyces canos@NMN-Ac-02.

Cn scopul studieri.i influenSei prepar a
biosintetice a tulpiniStreptomyces canos@NMN-Ac-0 2 , a fost montatt c
conformschemei dirFigura5.1.

biomasei / preparatelor ~ ~  cantitatii de lipidelor din
" naturale /" / biomasa biomasa

'R

i \ Cultivareain . . Separareasi . Analizacantitativa
Acumularea . prezenta "\ determinarea /> sicalitativaa

Preparate “Centrifugaretmp e Cromatografiein strat
timp de 3 zile, din cianobacterii; 20 min, 5000 rotimin; S
agitare, 27°C si1+Preparate vegetale Metoda gravimetrica '
Fig. 5.1. Etapele de realizareastiu |l ui de evi denSiere a efeci
asuprad ezvol t Lrii Ki act i SBireptenydes cartos BNMMN-ActO8t | c e

51.Eval uarea acH uobrigpneparanebarcteéeei ant
producti viti ™ i aStteptomyices taaas@®NMNIAC-@2i del or |

Preparatele de origine cianobactetiaant
manifestat efectul benefic asupra diferitor procese metabolice din celulele organismelor vii. Am
considerat oportun de a realiza undstiuu  a | particularitbSilor de
asupra tulpiniiStreptomyces canosusnh cal i t at e de[75p80loductt or de

Cn continuare sunt prezentate rezultate
cianobacterieiSprulina platensis preparatulPSS$, (un complex de polizaharide sulfatate

zinc) K i Bi oR (complex de aminoaci zi Hi ol i g
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pentru suplimentarea mediului -M de cultivare aStreptomyces canosus n ur mkbt oeé
concentraSidi

- preparatul Bi 00R% 1,004 5006r1@ 08420,09838,0% | e

- preparatuPSS,” n ¢ o n c e n;t50% $0i0% R0e0%; BQ,004%0,0%.

Pentru “nceput a fost st uRBgatstupirmf Inwentk™™
celi e viabile de streptomicete, exp'rldacotvarea ~ n
tulpinii S. canosu€NMN-Ac-02 pe mediul complex lichid NM[170].

Rezul t at el etabglutbel.z enrdti actkte o" ni nf | uen™HBiI Bz i n
cocentraH e & Tal0® WWHonR0OjOuie | a formarea
active capabile st germineze ~n [164n247, 256n s t
257].

Tabel ul 5. 1. N o attlpinii Streptenycesar@®susNMN-Ac-0 2 ~n  ur m

cul ti viri i-lsppememis cliprindipii ¥ origineci anobacteri an
. — . -

Varianta T lIJFtC rmlliI Tgr:(l:flrgilf Titrul l(JOI/:O g: ml % M artor

Martor (M-1) 22, 710N 5 , | 1470710"N 1 8] 3258WN7, 7 10000N 0 , O
M-I + BioR 0,1%| 39,3*10N 3 , | 1550*10"°N 1 1 330,6N 3, 4 101,418B,17
M-I + BioR 1,0%| 32,3*10N 2 , | 284,7*1°N 1 8 342,768N 2 , 6 105,18\3,30
M-l + BioR 5,0%| 47,010°N 5, | 1720*10"°N 1 0 326,20N2 , 8 100,10\2,81
M-I + BioR 10,04 53,3*10N 2 , | 221,7*10°N 2 8 324,6A1,57 99,61\2,13
M-I + BioR 20,09 40,6*10N 1 4 | 312,7*10°N2 5/ 3593813, 7 110,284,56
M-I + BioR 30,09 56,010°N 4 , | 247,7*10°N 2 2 3242N 1 , 99,49\1,97
M-I + PSS, 1,0%| 34,7*10N 4 , | 1720¢10"°N 1 4 335,73 4 , 103,03\3,38

M-I + PSS, 10,09 56,0*103@ 7, 222,7*10‘3§| 4 323,3851 3, 99,23512,56
M-I + PSS,, 20,09 58,7*10°’|§l 8, 240,3*10‘3|\1~ 10 322,73, 99,03,31
M-I + PSS, 30,09 62,3*10N 9 , | 186,7*13°N 7 , 341,4N 40 0 104,76\2,53

M-I + PSS, 40,09 52,7*10N 4 , | 251,7*13°N 4 32622, 4 100,11\2,69
P=005

8
~ ~ ~ 5 ~
M-I + PSS, 5,0%| 53,7*10N5 , | 206,7*10°N 5 , 32392, 7 99,39\1,85
8
7

AstfeL,numb r u | de UFC ~ n S canosuChMN-Ac-D2vpe mediul t u
M-I suplimentat clBi o R~ nr ac’ldi nabatiestp t1'HeDa pr ob &3 M@ Brtcad r ¢

ma mare numktr de UFC a fost " nregistrat “n
cuBi oR " n c o n c &mn valoarédi find mMae ma2 0 f @ "HL de pr obe
10,28\ 4 9% 6

Un efect similar a fost PB8S&.OrinvfaltiupsenizH t a v
asupra numktrul ui de ger rad¢ reidoabla uilinarda preparatdue ¢
PSS." n concentra™Hwi |l e de 1, 0% Hi 30,0

Cn continuare a fost studiatt infl uen'™Ha

bio mas t THi con’Hi nut ul 8 canaseENMN-AC0Eabetulb.pl e a t
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Datele din tabel i ndickt o influen™™L st
cantitt™H i de biomast, acest efeatufuindndhn
variind ~ n N2J26in81,83B/8686 (519,00 ®A7MNO0, 2/91 ) “~n comp
martorul. O stimulare maxia. a producti vettEt@dHi £ bhaf owwile éent
Bi oR “"n medi u, Il ar ocdcattlr acHi | d @opl Himree a sa&c e Dt
a efectului stimulatoj29].

Studi ul i nfl uen ™Hei pr e pRSGaatswlpuia dea e leir:
canosusCNMN-Ac-02 a i dentificat o t endiefecHmai pild st
pronumHzctompar aHi e cu preparatul Bi oR. t EiHi ia
de bi omas K,52c¢ u63,91N2,07% %6,0M0,357 8830,15g/ 1 ) “~n comp:
martorul , efectul ma x i mal f i d de 80,0% saipmgpamataldi
PSS, cu tendinHa de sctdere a efectul ui S
preparatulu[28, 186].

Tabelul 5.2. Cantitatea de bletolpma Stteptdmiycess o n "k
canosusCNMN -Ac-02 la alltivare pe mediul M-I suplimentat cu preparate de origine

cianobacteriant

. BAU BAU Lipide totale Lipide totale
Varianta (g/l) (% martor) (OAI)3 din BAU) (090 martor)
Martor (M-I) 5,3 8023 10000N 0 , O 15,1 40Ni3 100,00N0,05
M-I + BioR 0,1% 5,9 30004 11009\2,26 20,9 50M19 13836ND,49
M-I + BioR 1,00 6,3 707 11824Np,98 15,7 90NB5 104,28\3,49
M-I + BioR 5,006 6,5 50M.4 121,6182,60 135 50888 89,49R\p,15
M-I + BioR 10, 6,8 40N81 127,01N9,80 11,8 20866 78,05N\5,83
M-I + BioR 20, 9,7 70829 181,38\3,86 10,69 B,59 70,62N\6,97
M-I + BioR 30,6 7,9 00NB3 146,66N\10,81 10, 52N0[] 6950,23
M-l + PSS, 1,0% 6,0 70885 112,75N1,52 14,5 10M89 95,82N\5,99
M-I + PSS, 5,00 7,0 00NL4 12993\1,75 9,3 3081 61,64N3,78
M-I + PSS, 10,00 7,5 90N04 141,01N7,62 9,7 80N19 64,60N3,97
M-I + PSS, 20,0% 7.8 90NL5 146,59\6,50 10,8 30N 1 71,54N5,36
M-I + PSS, 30,00 8,8 3005 16391N\4,07 11,5 91N62 76,52N\10,96
M-I + PSS, 40,00 7.8 00N3 144,81N16,90 10,6 20N80 70,13\3,70
P=005

Analiza rezul t atdbeldl 6.2 cu privieezlee ipidogeneza tulpinis.
canosusCNMN-Ac-0 2 sub i nfl uen™aPSSHti inmcichi iulnore fRicdl
i nhi bitor asupr a acumul £r i i fect ipqzitivd ges$izahili t ot
138300 9% F a™Ht de mairtt omu ma if olsa (sttialbiidarea pr e
de 0,1%.Cn acest cont extpr etliorme mastHar emaoaokt ml o1

cul oare albuie “"n toate probele studiate.
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Efectul inhibitor al preparatelor studiate asupra lipidogense compenseaz
stimul area produc™™i ei tce | bipa mees tt,o t chaledia deead a
cultivare deput5RadRide, maeral tht ul final fiir
sporite de lipid€Figura5.2).

1.50

Cantitatea de lipide totale, g/ |

Fig.5.2.Cart i t atea de | i pide totale ob™i nut
StreptomycesanosusCNMN-Ac-02° n  p ra@reparatétdr cianobacteriene

Ast fel, cercettrile efectuate au confiri
cianobacterciuamuld tasuprda &di omast | sse spectrubdet on
utilizare a acestor princiopid@ iEfeabubpeeponderent © n
i nhi bitor al preparatel or studi at e @b Hipmwt

anteriordeBur Heva S., care a constatat Rofpeyddium | s

cruentum’tl Spirulina platensis © o n ¢ e n t ir B0'Hngll asupra lipidogenezei tulpirt.
canosuCNMN-Ac-02 (106,11 164,36 ’lspectiv18,87 131,9% f a HL d28,182lar t or
Di feren™a dintre aceste rezultate poate
Sinteza lipideloi subst an™™e cu r ol protector pentru ¢
S.canosu€NMN-Ac-02° n condi "HBO. f avorabil e

Cn continuare a fost realizat studi ul
cianobacterRSgmtsuBraR rBliportul ui cantitatiwv
biomasaS. canosu€NMN-Ac-02, "~ n uwtinrai icudcdest-eia pe mediu

Chigura5. 3. sunt prezentate rezultatele eva
(fosfolipide, sterine, trigliceride) la tulpind. canosu€NMN-Ac-02cul t i vat £t pe m
M-I care a fost suplimentat cBi o R ~n ¢ o nic3e0n,tOr%. "Hi &n all,ilz ©nd
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fosfolipide din pr oba m asfa tcanstatatHin efgctr pobitiy lale (

preparatul ui Bi oR asupra ponderi. frac'™i e
“nr eglaprezeidlt én médiaulcoMcentra™i il or de 0, 1Y%
constituind 18,810 ,9%6 4Hi r e s p N1, %0N7a Bty R , Br9%oba mart or .

Preparatul BioR n u a mani festat o] I nfl uen™L evi

streptomi ceftleuédn "Ha wMant ionhinbi toare asupra

18.00

16.00

14.00

12.00

10.00

8.00

%, lipide totale

6.00

4.00

2.00

0.00

1% 1.0% 5.0% 10.0%

mFosfolipide ™ Sterine M Trigliceride

Fig.5. 3. Raportul cantitativ al frac™i il o
StreptomycesanosusCNMN-Ac-0 2 sub i nfluen™a prepar ¢

Crigura5.4.suntpreent at e rezul t at e PSS, aasculhiruani a c upm

frac™i il or 1 i pid®& camosyg€SNVNtAciOD al e " n bi omasa
O tendin™Ht stimul atoar e, similar prepar

fosfolipidelor. Dar acest efect stimtilao r a fost mu | t ma i pronun

maxi malt a sintezei fosfolipidelor, fiiind o

CuPSS,1, 0%, ce asigurt o sporire RO ,9%a8portul ui

Spre deosebird e pr epar at ul Bi oR, care a inhiba
preparatulPSS,a f avori zat sinteza acestei frac™™i.i
ponderea fracHi ei sterinice fafRHR3iA7N@®®d ba n
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25.00 2063

20.00

15.424.92 15.6614.57

15.00

10.00

%, lipide totale

5.00

0% 5.0% 10.0% 20.0% 30.0% 40.0%

0.00

TN AL
} HIHIHIHIH

Martor
mFosfolipide mSterine m Trigliceride

Fig.5. 4. Raportul cantitati Vv nalbi fonBtept@nymeor I
canosusCNMN-Ac-0 2 sub influePSHa preparatul

Cell ma i bun rezultat a f os tuluidencuoltevayd M ¢ur at
PSSh1, 0% Hi a «&NdAn@OiftaitN 0dBB 61782, &z ul probei n
La fel Hi “'n ¢ az u lpreparatuP$ %, ia avetrunefdce dtirnutator, deosebineie
de preparatul BioR cu efect inhibitor.

Efectul stmulator al preparatuluiPSS, ssa manifesit | a concent r50%i i | ¢
10, 0% Hi 20, 0%, cu290e0¥rilL@dt maai meoba maat o

Cn continuare au fost anal i-Hatdi gFraceHdri d
steroliciHi ceri del e " n biomasa de streptomicete
(Figurile5 . 5. 'Hi 5.6.).

Cn cazul ©preparatul uiHi BiddR, ica&mi ideatneua
maj or e, prezent ©nd valomderagpa opé ait @ e ldoea man

mi ¢ Hor at NOuie28,aND.,.%52,ompar ati v cu paiphaf maci
de esteri sterolica relevato ¢ r e 'Ht e.raeacestedb,n t ocd anbjdrareac oncent r a
preparatului BioR n ol eedcutivare M-, efectul stimulator maximal de 200l ,%7 ¥ a "Ht ¢
proba mar@daus e hmegostentraHia 30, 0% Bi oR.
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30.00
24.62 22.64 23.12
25.00
o 20.00
E
2
2 15.00
=
e
0.00
Martor 0.1% 1.0% 5.0% 10.0% 20.0% 30.0%
EMono- si digliceride ~ M Esteri sterolici  @Ceride
Fig.5. 5. Raportul <cantitativ nalbiformac™8i idleo

StreptomycesancssusCNMN-Ac-0 2 " n  ur ma c ul t-liswplinrentat cu BieR me d

Cn continuare sunt prezentate 'Hi P8R, 1 z ¢
asupra raportul ui cantitati v S.aanostCNMN-At-OR | or
cultivatt pe med(Fgdra5l6) chi d compl ex M

30.00
25.00
220.00
3
2
_%15.00
| |
5.00
0.00 |I| I||I|II||II|
Martor 1.0% 5.0% 10.0% 20.0% 30.0% 40.0%
B Mono- si digliceride W Esteri sterolici @ Ceride

Fig.5. 6. Raport ul lordipidice secartdare/ na Ib i fonBteaptdnycte
canosusCNMN-Ac-02 "~ n ur ma c ul t-liswplimentatcupPXS, me di ul

Anahidzdatele ob™i nut-€Hipaentgrlu cferra ad’eli,a pdea
C tpreparatulPSS, practicnu i nfl uen™Heazt sinteza acestei
i nhi bkt.

Cn ce pr i pefdtateluPss, dtupransentezei ested or st er ol i ci
| egitate diferiwakutepcepaonaseruviat Bi 6RulugDac
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ponderea a@esctreeiscfutacl™ iapl i car eaPS§palectdnt r

stimulator a fost remarcat laugliar ea concentra™i il or mici 'Hi
26,0N 0 , 9% 4 f a "HL martor a fost "nregistrat “n
cianobacteriain200mprins “ntre 1,0
O influen’Ht sii mhil &ir t-olul seébliserkn | i n Bd aaRu | frac
"n biomasa ob™H nutt |l a cultivaPSSa strept omi
Ast fel, dact " n proba slitat2e6N1 B BEder ear
suplimentdbtrii melccu RSEU in  dceo nideelitt 40M&Hsa obddrvab

sctedecantitati vip@a & ARsli@FIONB (vBdeddice er ezi nt t
inhibare a sintezeiu cca15,0N 1 , 188,04,5%6 comparativ cu proba martfir90].

Dact e st ne ref er i nmefectuate deBeurrc’ldet viiarscoBue  a
evi dendHiefriidh rnt b mpozi "Hi a f la&lpinBEb.canesu§INMM-Act | p i
02 sub i nfl ubkeindHac tpirviencalp™Hiinwtre din microal c
el e au evideh#®icat va aRrprpeapweartsetleel omi.cr oal gal
auasiguraa cumul ar e alipidea i i odmasa streptomicetei

optim de stimulare a lipogenezeentrupreparatl biologic PC 0,17 10 mg/l.lpotezae e x p | i

acest efect afirmbt rol ul acestor preparate
din celul A8mi crobi ant
Ast f el , ppreparatelad dimig@mr e al Pgrahyridiontoruentumponderea

canti tat i vipidica P o laa fHe jalfosfelipiddop scade,@mtitatea de stere
practic r tm@me elia muairv elr uflr ia & FHEsterhsterolidite geride se e Ht
obser vi oe mp@llPadoreparativcu proba martor

Cn cuatziul lpreparatelodin Spirulina platensis-a observab cr e Ht er e a
fosfolipidelor cu ca.115,8%comparativ cu proba martor.

Stimulareasintezei sterinelgra avut locn u ma | “n  pr e ziedaaftddacteria t r a
Nostoc linckia 115,2%comparatt cu pr oba martor, la utiliz
10,0 mg/l[182].

Unaspecpozitiv este ct aceste extracte au
bi omast, c ©t 'Hi silornntivedoade deé lipigei d el or 'Hi a frac

Astfel, a@ta®tel e d,crChii| r e u & t ala dedsteompastitiechount fei r m!
acH unea stimulatoare a preparatelor de or
acti vi t it Hilaidiferte gumeide miedonganieme)clusiv tulpina de streptomicets.
canosusCNMN-Ac-0 2 . Ma i mu | t ca at otst rreeakzutptr anel @

orgne ci anobacteriant pot i nf | laetrepdaniceteo mp o z i "Hi
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52Eval uarea ac™H uni i p rael pta raast uepl roar pdreo dourcit
sintezei lipidelor la Streptomyces canosBNMN -Ac-02

Af ost st ud iextractelorglicoZidicel & Kdif&ainaria genistifolig ' HVP (din
Verbascum phlomoidga supra numbtr ul ui de celubteeviabuh
formatoare de colonii UFC ml Chae'Hi -autonii(2009)aue f ect uat exp@&ri en’kH

Dupt cum stebevleudle H.i . , "n toate probele
probel e martor, ceea ceteloagliomadice. o acti vitate

Ast fnelprezen™a ~ n anrglddelor LG de caoahd emtti a Hi
0,000%6, numbtrul UF Q438130983 2 @« h «w mby piba ikrter, cel
mai bun rezultatfindh s i gur at de caoertacwloit r a™Hi a 0, 05 %

Rezul tate 'Hi ma i b u n e flaeonadefooVPt com'tiemuw r @ "F
0,0006%unde wWWUMETr"  n proba exper i e Sepdobamarmr. d e p L

La urmbtoarea etapt a <cer cet extracle vegetae f
asupra acumul trii de bi 8 ceaasuENMN-AcOD n"Hi nut ul u

Tabel ul 5. 3. Natupini StreptoyeesanosusCNMN-Ac-02 "~ n ur me

cultiviriM-l peumeidment at cu extracte de

Varianta T lIJFtC rmlul ! T{jrllzj é:ﬂrrr]lill, Titrul, (%) % Martor

Martor (M-1) 48,0710'N1 0] 920:10°K10,| 372,6414,71 | 10000N0,05
M-l + LG 0,05% 85,310'N 1,D | 1260710°N'1 1, 4130 8608 11085N\2,49
M-l + LG 0,005% 1360¢10'N @ | 219,3*10°N1 8, 3938 93)5 10570N\4,39
M-I + LG 0,0005% 1150¢10'N @ | 1680¢10°N 2 2 ,| 3994 85168 107,2085,42
M-I + VP 0,05% 154,3*10N 3 1| 1250v10'°N 1 9, 3799 88\e7 101,97R\2,17
M-I + VP 0,005% 165,7*10N 2 3| 164,7*10°N1 0, 3798 276 101,93\3,42
M-I + VP 0,0005% 65,7*10K 2 2 | 1880*10°N 1 8, 4383 02M,28 | 11762N\0,47

P=0,05

C mabelul 54. sunt prezentateezultatele referitoare a capaci t atea acur
Hi activitat e aulpidieS. damopusCNMNgAE-02eczutl t gpevnaedidl lichid
complex M-I suplimentatcu glicozidevegetaleLG HVP " n di f er i t &n acloinzcGn
ac Hi extraztalui LG asupr a creHteriai fotsntepdomy téeett atl
concent r &aavat undimpad pofitly asupsac u mublioinasai, pobaexg r i me nt a
fiind mai mare cul34,1N 4 %4 & a "martordCed atut mé ¢ 'Hor ar e extractolui c e n
LGscade 'Hi cantAitait ear dter b wimastidin oeke 2 tHiuraer £ m
colonii caracteristice tulpii studiate, sa observapredominarea coloniilor de culoare gri, fapt ce
explickt diferen™Ha fa™Ht de rezultatel e ob™in

con™ nut ul de | iExractte/vPa ndemombat matrtor i nfl ue
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c r e Hulpinii 5.canosusCNMN-Ac-02. Ut i | iflavadaddle ™ n
0,005%, cantitatea dei o ma s £ cuaccas34. 8@ pig85,0N1 %4 3 i ar

de 0,0084, efectul inhibitor este minia.

conadeh,t 3% ’

Tabel ul 5.4. Canit ictoant™di an udteu | b i doem aSiréjptarhffces t ot
canosusCNMN-Ac-0 2 "~ n ur ma c ul t-liswplintentat cu pxéractmglicozidiceé
vegetale
Varianta BAU, BAU, Lipide totale, | Lipide totale,
(g/ (% Martor) | (% din BAU) | (% Martor)
Martor (M-I) 8,15N050 | 10000N 0, | 6,400,227 [ 1000080,05
M-I + glicozideL G 0,05% 10,99MN060 | 134,1N 4 , 3,81ND,35 59,5\3,37
M-I + glicozideLG 0,00%/ 70059 | 864N 4, {( 4,8N047 76,36\7,92
M-I + glicozideLG 0,000%% 559062 | 68,148, | 10,16\,65 | 158,6124,01
M-I + glicozideVP 0,05 538053 | 659804, 4 12,880,12 | 201,140,79
M-I + glicozideVP 0,008/ 54X052 | 66,5N2, { 102R041 | 159,4511,82
M-I + glicozideV P 0,000%% 7,64N0,50 93,7AN 3, | 11,38\0,68 177,78\4,79
P=0,05
Studi ul I nf | u egetdasuprggdrocesubz e del pr dowge Sezt

canosusCNMN-Ac-02 ademonstrat o activita stimulatoare preparatuluLG ~ n

de 0,0005%/V, cantitaba de lipide constituind 158872 4% 0 £ a "HL

stimul at onproe t’dint Wa ia

if ost

al lipidogenezei de59,4N 1 , i82D1,14N 9 ,%7 9 a "HL

de

proba

l i pide asiguratt

comparativ cu
Acest studiua

Hi

pus “n
b i
vegetal e.

omast
Cn cazul
nhi

ur mar e,

observt i bar ea

Prin
exprimatprincant i t atea de
“n concentra’Hi e
este mult

flavond del or

0,0005% a preparatului VP
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3 0.80 0.69
2070 [
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5030 1
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Martor | 0.05% |0.005% [0.0005%| 0.05% |0.005%
LG VP

0.0005%

Fig. 5.7. Ac™H unea

StreptomycesanosusCNMN -Ac-02

Cn continuare sunt

peéerersttatde uHuUI

Linaria genistifolia 'HiVerbascum phlomoidea s upr a mod
lipidelor din biomasa tulpinis. canosu€NMN-Ac-02 la cultivare pe mediu complex lichid-M
fra$8 ™Hii

l. C frigura5.8. este prezentaamp o r t u |

canosusCNMN-Ac-0 2 , car

e au

Astfel, pentru proba

i 6,4N 1 ,9%4 tAgliceridei 18,5MW 0

92 6

cantitati

suportat

martor a if16,24M1 %ddereng i st

i fi

v al

mo d

cktrii

e xnttriatckt™dilio rt ovt éagl eetb adiceend a sp

aaa lHi

cornm

i fi clkGr i

20.00 1857

%, lipide totale

Martor

0.05%

mFosfolipide ™ Sterine ® Trigliceride

0.0005%

Fig.5. 8. I nfl uenGasgpin @aorzaged oul Wi
lipide la tulpina StreptomycesanosusCNMN -Ac-02
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Anal i z©nd modi firakcrHi lee¢ den "Hiomsutodli pii dfe
observt un con™H nut procentual redus al ac
observi 'Hi pentru frac™H a trigL&Gcehitdel srn.
fracH i fosf dlipide Hi tri gl ©dusrei den ed z¢lt
concentraH il or aplicate ale preparatul ui

Adtugarea “"n mediul L&earceuletfiexcar ggoaidliivc
sterine din biomasa tulpinis. canosusCNMN-Ac-02. Acest efect este evident pentru toate
concentraHi il e pr epa ra@teustening 16,00 a 92(6 ecal500v m &
ma i mult comparativ cu martorul) este-lcasi g
glicozide LG ~ n n c e n tO0@03%. &stfel extractele glicozidicdl G contribuie activ la
sinteza st e icameslGNMN-Acd 2¢c L tcraemt i t at ea a-ceedet ei
2,27 2,5 ori comparativ cu proba martor.

Cn continuare sunt piHezkat atled p md d-cHii cste
digliceride, esteri sterolici, ceride) din biomasa $lecanosusCNMN-Ac-02 la cultivare pe
mediul lichid complex M, suplimentat cu glicozideG" n di f er i t eurab®ncent r

Anal i z©nd r ez pltemaafirmd cet opor'HilpGaataet,nf | uen™Hat
raportul canti t-&dti i vdi @l i € e arc BHedoosuDhMNeAC-02,i 0 ma
contribuind | a speHirdaglianei i a4 66 sgha 4
compar aHi marctuorp.r oMadi f i ckbri neesen’™t al e au
sterolici l a supli ment ar e &G. tae efactul Iglicazideldredin ¢ u |
Linaria asupra frac'™Hi ei de ceride poate fiH «a
glicozidelor, f i i nlel 0,0 hOjOMS % o Hi | &t icrownlcatnd ir 8
preparatului de 0,05%.

45.00

35.84 39.91

40.00

Martor 0.05% 0.005% 0.0005%

B Mono- si digliceride  mEsteri sterolici  mCeride

Fig.5. 9. Il nfl uenGlasgyprnzozaped owl Wi cantii
secundarede lipide la tulpina StreptomycesanosusCNMN -Ac-02
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Cn continuare a flavandidelos YPu (do @ "Hit n (erte$studhinre a
phlomoideyasuprac o mp o z i "Hi e i f r aino Biimasadpinie S. eanobUECHNING e | o
Ac-02.

Anal i z©nd modi f diee fpnncipale(Figbiiraal6.jHrelbuie ae remarcad i
faptu,c £ i n glicomaebr\HRasupra fosfolipidelor, steri

glicozidelor LG. Acestea duc |l a sctder ea c antate la £ "Hi
cani t atea de | ipide totale, iar cantitatea
martor.

Pornind de la o cantitate de 6 f ol i pi de “da 1578 b 8@ @ bnsaerrtvotrn
dimnuarea acestei frAE@, M3BNO 92 & inr paoa3@emitda acHi i | ¢
ale preparatuluvP. Ac el a'Hi efect WVMRhivbairtiorn daIN@p i3 prai
350N0,91,5 se observit Hi “n cazul trigliceridel

Efectul pozitiv asupra sintezei fmergatei n e
suplimentate cu glicozidéP. Cel mai puternic efect stimulatotras mani f est at | a

0,0005% a preparatulMP, cantitatea de sterine fiind de aproape 3 ori mai mare comparativ cu

proba martor.

20.00 18.57 1855
18.00

16.00

14.00 +

12.00 +

10.00 +
8.00

%, lipide totale

6.00 -
4.00 -
2.00 ~

0.00 A

Martor 0.05% 0.005% 0.0005%

mFosfolipide mSterine mTrigliceride

Fig.5.10l nf l uen™Ha ®hsuopeadebhporvului cantitat:i
lipide la tulpina StreptomycesanosusCNMN -Ac-02

Cn continuare sunt prezentate modi ficktr
secundare la tulpin@. canosu€NMN-Ac-02 subi n f | flawonadédor (Figuras.11.).

Ast f el ,flavonadelord/R"Ha me di ul de cul turt duce
mone, digliceridel or Hi esterilor sterolici

Anal i z©nd f tlac Hi gl intoenroi del or | putem <co
propor Hionalt dintr &P'dionetattalHi atpr spamat
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stimulare de 3303 %2 F a™Mt de martor penWVPdie cO,nCc®%,t r aé
0 cantitate denono- Hi di glic8NH# 7mai cmare faH. de p

concentra™Hia de 0, 00WB% a preparatului glic
Frac'™Hi a esterilor sterolici a suferit
preparatuluiVP. Cn c az ulicozidelorVP i mtcioincgntra™Hi ile de

cantitatea de esteri sterolici constituia 14@D,%0 0'H4,26\ 0 ,.%6 Tespectiv (cu cca.
2000N2 ,i®8N3,% 7mai mult “n comparaHi e cu proba
O dependen™t di f er i tubhea ekirastialuVe (Verbasoume riostr a "Hi
observatt “n cazul dlauaeféHstrulata de cdiRiNl §6& I aPHL r «
proba martor |l a wutilizarea uiNRIi ocdoantcte nctu art
concentralidieigl exbzadiel scade esen’Hi BHO, iH6 C

250N 3 ,%8 Ima i puHin fa™Mt de proba martor).

45.00 A1 47
35.84
40.00

35.00

Martor 0.05% 0.005% 0.0005%

® Mono- si digliceride  ® Esteri sterolici  ® Ceride

Fig.5. 11. I nfluerrPddasuglriacoaipdeltad uV cantitati
lipide la tulpina StreptomycesanosusCNMN -Ac-02

Este necesar de remarcatfaptuke gl i cozi del e Lmnarig genistifolma o b
‘HVerbascum phlomoidéesn f | uen™Heazt ~ n ac el steithelodatolginaS. a p o
canosusCNMN-Ac-02. O cantitat " nal tt de sterine “~n memt
pregttire mai bunt a celulelor de streptor
l'iofilizkbridi

Cu toate acestea, compar ©nd rezultatele
compart ment ul 3.2 devine <c¢l ar, ct nu existt
canti tt Hii de biomast Hi/sau coraportul fr
Ca 'Hi “n cazul extractel or cfiianapbattatene,
bi otehnologiile orientate spr e canbsidCNIVNfAea pt

02

126



5.3. Concluzii la capitolul 5

Studiul pracpraruantiel or de Ol i yiemaestuapirean odbrae
dezvol tth rviiit £'FHI aaulpinii destreptaméeceét8. carosu€NMN-Ac-02 a permis
eviden™Hi erea urmktoarelor concluzi.

1. Extractele d e origine ¢ iBa md®S&it ef |l ameih "Heazt
procesul deacumularea biomaseila cultivareatulpinii S. camsus CNMN-Ac-02 pe mediul
complex lichid MI “nr egi s stim@itodmaximal de 19888 %86 n rapor
proba martor “n cazul uIN4 P E mi icapuépartat al
de expolizaharide sulfatate.

2. Lipidogenea est e i nf | u #anoktade fcu ym efeat maxivnal dee
stimulare de 2014N9 ,%7 9" n raport cu proba martor),
acumulare a biomasei & canosu€ NMN-Ac-02.

3. Extractele naturale studiHarneaertindl bep
streptomi cetrappriuimaac Hui eamtde bazt.

4, Extractele de ori gi nPSS, cporast @b crcat3@s i a n
cantitatea de fosfolipide produse de tulp®acanosusCNMN-Ac-02 la cultivare pe mediul
complex licid M-I.

5. Extractele de or i gilnnaria geaigfioliat VarbasCug!l i c
phlomoide$ sporesc de 2 3 ori cantifiteade sterine produse de tulpiBa canosu€NMN-Ac-

02 pe mediul complex lichid M.
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CONCLUZI | GENERMXMANDI RRE

Rezultatele ob™H nute " n corela™Hie cu ip
cadrul tezei de doctolViabilitatea Hi v ar i tlpiniil Streprnyees canosuSNMN -

Ac-02 dupt I iofil i zar ede originegianebasck m 'Ha n & o rhfp aulielgc
condus | a formul area urmktoarelor concluzi.i
1. Utilizarea extractelor cianobacterien
asigurt o ratt dacca40pN 6a,V3BOONHRI, VG dtulpmipStraptmydes
canosusCNMN-Ac-02 " n procesul loi osftialbiiz tirtiait,e proercfi

caracterpikzathtamdea phacacdepke!| brah eddi3Bblhser v

2. Utilizarea extractului de polizaharide sulfatate RSSe oncent r a™Hi e d
componen™a medi ul ui | i oprotector Gel atint
lioprotector dintre toate extractele cianobacteriene tefstdte

3. Gl icozi del e v elLgarit gehistifoliaHVétbasaurh ghlordoebsau
mani festat o ac™H une | ioprotectoare mai pro
ma i bun efect fiind “nregistrat l a supl i me
7,5% cu iridoide dirLinaria genistifolia® n ¢ o n de0D006% 3%} e

4. Preparated naturale studiate sa u mani festat nu doar
|l i oprotectori, Ci Hi ca modul at tulpinaS.acanospsr o d
CNMN-Ac-02 la cultivares ub mer st pe medi-lya8 2% ompl ex | i chi

5. Extractele cianobact er i epntd aplitate cg bucceso z i
“n biotehnologiile orientate s ftreptomgcesidanoses e ¢
CNMN-Ac-02

Aportul personal. Rezul t at el e o be€Kitnourtae, Hjie naemraalliizzak

conform temei abordate apar "Hi n i ntegr al é
Mi crobi ol ogi e 'Hi Bi otehnol ogi e Hi Il nstitut
fost ob™Hi nut e ed4, barsetvieetle aduet oirruv eun "Hi" i revine
autorilor.

Rezultatel e 'Hticiam#i faiuc e omntirn diupal d,a sol
importante puse ~ n f a "Ha a C (@lsctdarea a dufi cpreparatelor de origine

cianobacteriant Oi vegetalt " n calitate ag:¢
CNMNAc02, ceea cea dus laevi denwi er ea eficienwei ace
viabilitktWwii Qi stabilitbtwiairestnept capenast tte i
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perfecWwionar ea met odel or de ptstrare a

Microorganisme Nepatogej)js unt ur mktt oar el e:

- Eficien™a preparatelor de origine cianoba:
este conrhtadremast Wp rdaev i, ei'Etai40,08 6 s @@, 0N 3t,%5 atulpinii
Streptomyces canosu€NMN-Ac-0 2 “n procesul | istadilifatai z £
mor fol ogidupha dubttudeie

- Ac'HHhunea ©pr ot docabbliamet ea dirreplaireameeacdef ispin
efectul lor stimulator (cucirca3®) asupra fracH ei fosfolip
tulpinaS. canosu€ NMN-Ac-02.

Cn aspectetelbraté&eéus uor & on faniabunditieatardamp o

Ht i i n"Hi fi ct ‘Hi d e mo mxdractelard e2 ao rpiogsii be | ¢ it &k b a a

at©t "n calitate de protector.i la liofiliz:

lipidogenezelatulpina Streptomyces canos@NMN-Ac-02.
Cn aspectawpiostatievaborate Hi brevetat e

l' i ofilizarea 'Hi ptstrarea durabilt a tul pi

sporirea potenrHH gallaurleui a bri aopa rntt welt u icStrieptoanycédi i |

canosusCNMN-Ac-02.
Rezultatele Htiin™H fice ob"™ autug mtn o aruecl

Ht i i n"Hi fi ce na'Hilem af &> rHi dz0O ot HedzOva "Hf Is faizth dziig § @zy

dsdzsH™ 7 EZyYy dz@ 31 Ok g 6 dzX&JW kzeh jJdSZm15); 52 | fj tetsmmd 2

Mddif sLdbkzdz M d@J Y HERZOGSHA &3 ZyOmisdjida " dolstsiste

gqosd ded [ . 1. | B i3tsyggsifisd O . W, 0 Cdsdiglifisiol, [ j Y HRdwOtct

ZzO Lz Wdet® ¢ Is@ W dgfC] tov] tiasififo wOWOatlz] Isd & Mt HdzW s H ] dz

Cdlizd dzd d ¢ H tozf 1§ dialzt( iz to,52019; | | | [ i HEdZOtCEH dz" 2 [ d

A Stelz d3, ( | tsfpedan®ernati@n@l Ténjerence on Microbial Biotechnglo@ h i K,i n £t

2016); Conf eri nSal nkteirinm$i oinal t a Doctoranzil o

dezvol tdiEridi KtiinSeie:it tvbrei 0nra (EHMil EHi2eM6)uxle rvi |

I nternational Scientific Conference for st

bi ol dlyiy,02016); 20w [ j Y H EZd&zOtetsH dzOv £ bshdaf defipy Gzy d v € tsiFd

Zyy dzr = ¢ iy ®©zEOd XX} 26 JP@6);21-v [ j Y HEZAdOtEH dZOW |

h C s-z@deW j toj dzgydVww RBsdzsH ™ ni 12QEz 6D - X XI1@ dz$ gfSadep)

Eurolnvent 2017.The 9th Edition of Euroinvent European Exhibition ofCreativity and

Innovation,(I a BO17);l nf ol nvent d 0l Z2.r nBXH @ niadlitGah ( EHd in Hit

2017)

Rezul tatele Htiin'Hisfuinde palmHircwte “m I12bcr
monoatutoa t ) dintre care: 5 articole " n revist
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Scopus, 1 "n reviste din strtinttate recun

categoria B); 5 articole grericulHé ge niH fHit ¢ &
materiale | a saloanele de inven'™i.

Rezul t at elod "Hitniuit re"Hli” fhiodssee zL mpl ement at e “ n
de Microorganisme Nepatogea¢ nst i t ut ul ui de Mi cl(Amexele® B)ogi e

RECOMANDI RI PRACTI CE
a Extractele cianobacteriene (BioR, BS 'Hi glicozi daadria v e
genistifolia’H Merbascum phlomoidgs s e recomandt "~ n cal it af
|l i oprotector Gel atint + Srepioogoeg ¢éanopu€NMNF u |
Ac-0 2 , "n vederea asigurdbtridi viabilitit™ii
Eficacitatea acestor extracte este demon
MD 4474 (2016) , MD 1226 (2017rnqt eMDHI &2 3
conservarea Hi p L s t Stregptorayaes canod@ENMMN-Acg0a2tot. a t |
u Se recomandt wutili zarzemb H xnturtaectdilmr c
Spirulina platensis a gl i cozi del o inaviaeggnestifaid H&Verlwasclifi n u t

phlomoidess n cal itate de stimul ator.i ai pr od:

frac™i il or | Streptomyices eangsCNMN-AsO2. d e

Sugestii privind cercettri de perspectiyv
V Extinderea cercetbteilsorepsomiaenetdrint gl

noilor preparate naturale utilizate pentru liofilizarea lor.
Vv Aprofundarea cunoHtin™Hel or asupr a mec a
lioprotectori asupra celulelor vii prin utilizarea metodelor biologieienolare de studiu

a factorilor implica™HH " n protec™i a fa’Ht
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Anexa 1l. Brevetd e i e M@24478 din 15.07.2016
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Proprietatea Intelectuala

BREVET
DE INVENTIE
Nr. 4473

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

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

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

Data depozit: 2016.07.15

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