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Rezumat
in articol sunt prezentate rezultatele referitor la influenta polizaharidelor sulfatate cu zinc
(PSS?") obtinute din cianobacteria Arthrospira platensis CNMN-CB-02 (spirulina), asupra
viabilitatii tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupa liofilizare si pastrare
indelungati. In rezultatul cercetarilor s-a stabilit ci suplinirea mediului protector ce contine
gelatind 2.5 % si glucoza 7.5 % cu PSS?" in concentratie de 1.0; 5.0; 20.0; 30.0; 50.0%/V
duce la majorarea viabilitatii culturii cu 13.6-39.0% fata de martor. Morbiditatea minima si
viabilitatea inaltd de 95.3-118.0% a probelor cu PSS?" dupi un an de pistrare, evidentiazi
eficienta acestora 1n protectia si pastrarea indelungata a tulpinii. Diferenta semnificativa in
viabilitatea probelor rehidratate cu apa distilati si celor cu solutie de PSS?" in concentratie
de 0.1; 0.5; 5.0%/V, releva oportunitatea utilizarii acestui extract—pentru revitalizarea
tulpinii liofilizate.
Cuvinte cheie: streptomicete, liofilizare, lioprotector, viabilitate, Arthrospira platensis
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Introducere

Primele colectii de culturi microbiene au apdrut odatd cu izolarea
microorganismelor in culturd purd si cultivarea lor pe medii nutritive specifice,
reprezentdnd un suport stiintific si practic esential pentru microbiologi pana in prezent
[2]. Colectiile sunt o sursa inepuizabild de microorganisme care prezinta interes stiintific
si aplicativ si, de reguld, servesc pentru conservarea si pastrarea durabila ex situ a
microorganismelor [3, 16, 17].

Unul din principalele obiective a oricarei colectii de microorganisme este
conservarea si pastrarea eficientd a viabilitatii, caracterelor morfo-culturale si
proprietatilor biotehnologice ale tulpinilor microbiene [19]. Cu acest scop, in cadrul lor,
sunt utilizate diverse metode de pastrare, asa ca: reinsdmantarea periodica, pastrarea sub
ulei mineral, uscarea pe diverse suporturi, crioconservarea si liofilizarea [23]. In baza
experientei acumulate pe parcursul unei perioade indelungate de timp, savantii considera
liofilizarea drept cea mai eficientd si comoda metoda de conservare [6].

Parametrii si mediile de protectie utilizate in procesul liofilizarii depind de
varietatea taxonomica a tulpinilor de microorganisme [12, 14].
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Una din problemele Colectiei Nationale de Microorganisme Nepatogene, este
selectarea metodelor eficiente de conservare si pastrare a actinobacteriilor din genul
Streptomyces. Pentru minimizarea riscului mutatiilor genetice si pastrarea proprietatilor
biosintetice ale tulpinilor de microorganisme, este utilizata liofilizarea [5, 7, 8], care
permite pastrarea indelungatd a tulpinilor, fard modificari ale proprietatilor morfo-
culturale si fiziologo-biochimice [10]. Este cunoscut, cd procesul liofilizarii consta din
congelarea materialului biologic in timpul careia se formeaza cristale de gheata care
provoaca diverse leziuni ale celulelor vii. Pentru minimizarea acestui prejudiciu, de
reguld, sunt utilizate diverse substante crio/lioprotectoare: alcooli, carbohidrati,
aminoacizi, diverse substraturi de naturd complexa, precum laptele degresat, mierea,
extractul de drojdie, polizaharidele [7]. Etapa de revitalizare reprezintd un punct critic al
procesului de conservare si pastrare indelungata, de care depinde viabilitatea tulpinilor
de microorganisme. Pentru rehidratare, de regula, sunt utilizate diverse solutii izotonice
in baza sarurilor minerale, carbohidratilor sau apa distilata. In unele cazuri combinarea
mediului protector cu cel de rehidratare rezultd in majorarea semnificativa a viabilitatii
microorganismelor [12]. Pentru a asigura viabilitate maxima si variabilitate minima a
tulpinilor in procesul liofilizarii si pastrarii durabile, este necesar de a identifica cele mai
eficiente substante 1n calitate de componente a mediilor de protectie si
rehidratare.Plantele si microalgele, de regula, raspund rapid la fluctuatiile temperaturii,
radiatiei si deficienta substantelor nutritive prin transformarea si adaptarea sistemului
fotosintetic si a metabolismului lor la stres, prin intensificarea sintezei pigmentilor,
lipidelor, polizaharidelor, si altor compusi cu caracter protector. In naturd, cénd
temperatura mediului scade la valori suboptimale, la majoritatea organismelor vii se
activeaza procesul de hidrolizd a polizaharidelor pand la monomeri care poseda
proprietati crioprotective. Pe masurd scaderii temperaturii, proteinele formeaza
complexe cu carbohidrati, care de asemenea au menirea de a proteja organismul de
temperaturile scazute. Aceste complexe ajuta la reducerea temperaturii de cristalizare a
ghetii si la eliminarea apei la temperaturi scdzute [1]. Carbohidratii pot modifica
structura apei si a ghetii, sporind viabilitatea celulelor dupa decongelare. Desi exista
multe informatii despre utilizarea monozaharidelor (galactoza, glucoza, manoza) si
dizaharidelor (melibioza, lactoza, tregaloza, zaharoza) in calitate de crioprotectori [4],
sunt disponibile date limitate despre efectul similar al polimerilor cu greutate moleculara
mare (oligo- si polizaharidelor) [15].

In aceasti ordine de idei, un interes deosebit prezinta studiul influentei
polizaharidelor sulfatate cu Zn din Arthrospira platensis CNMN-CB-02 (spirulina) in
calitate de lioprotector pentru conservarea microorganismelor, deoarece se cunoaste
efectul protector, de stabilizare a membranelor celulare si activitatea antioxidanta inalta
a polizaharidelor sulfatate algale [18], iar zincul este un element esential ca cofactor
catalitic sau structural al enzimelor cheie implicate in multe procese vitale, inclusiv
replicarea ADN si sinteza proteinelor.

Astfel, scopul cercetirilor constd in evaluarea influentei PSS*" obtinute din
spirulina asupra viabilitatii tulpinii Streptomyces canosus CNMN-Ac-02 dupa liofilizare
si pastrare Indelungata.

Materiale si metode

Ca obiect de studiu a servit tulpina Streptomyces canosus CNMN-Ac-02,
depozitatd 1n Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene (CNMN),
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producatoare de fitohormoni (auxine, gibereline), aminoacizi esentiali, inclusiv
imunoactivi, lipide, inclusiv fosfolipide, sterine si acizi grasi nesaturati, ce prezinta
interes pentru agriculturd, zootehnie si fitotehnie [20]. Tulpina este mentinutd pe medii
agarizate de ovaz si Czapek cu glucoza, la t°= +4°C. Pentru liofilizare, tulpina a fost
cultivata in tuburi de sticla pe mediul agarizat Czapek cu glucoza, timp de 14 zile, la t°=
+27°C, pana la faza stationard de dezvoltare [21, 27]. Liofilizarea a fost efectuata la
liofilizatorul ,,LABCONCO” FreeZone Plus 6 Liter Cascade Console Freeze Dry System
(SUA), la temperatura condensorului de -88 ... -94°C, in vid 6-7 Pa, temperatura de
precongelare -50°C, timp de 12 ore.

In calitate de mediu protector a servit mediul constituit din gelatini 2.5% + glucoza
7.5% [12, 22, 27] (mediul martor) si variantele acestuia, suplimentate cu PSS#" din
cianobacteria Arthrospira platensis CNMN-CB-02, in concentratii de 1.0; 5.0; 20.0;
30.0; 50.0%/V.

Pentru rehidratarea tulpinii a fost utilizatd apa distilatd si solutile de PSS#" de 0.1;
0.5; 5.0%/V. Rehidratarea a fost efectuata la temperatura camerei timp de 1 ora. Probele
liofilizate au fost pastrate la temperatura +4°C.

Pentru a determina viabilitatea culturii, continutul fiolelor a fost resuspendat in 1,0
ml de mediu de rehidratare. Dupa efectuarea dilutiilor succesive si inocularea acestora
pe mediu agarizat Czapek cu glucoza, s-a efectuat calculul unitatilor formatoare de
colonii peste 7-14 zile de incubare la 27°C [24]. Numarul de celule viabile a fost
exprimat prin logio al unitatilor formatoare de colonii (UFC) in 1.0 ml de suspensie.

Viabilitatea a fost calculatd conform formulei BSR = (log10BL/l0ogi10AL) x 100 [13],
unde BSR este viabilitatea tulpinii in %, 10g10BL — logaritmul zecimal al numarului UFC
pana la liofilizare si log10AL — logaritmul zecimal al numarului UFC dupa liofilizare sau
pastrare.

Prelucrarea statistica a datelor a fost efectuata cu ajutorul programului Excel 2013.

Rezultate si discutii

In studii anterioare a fost constatat, ci pastrarea S. canosus CNMN-Ac-02 prin
reansamantari periodice a dus la diminuarea capacitatilor biosintetice ale tulpinii. Astfel,
pentru stoparea acestor procese este necesara liofilizarea tulpinii si inducerea ei 1n stare
de anabioza.

In rezultatul cercetirilor s-a stabilit ci suplinirea mediului martor cu PSS? si
revitalizarea cu apa distilata au avut efect pozitiv asupra viabilitatii tulpinii, aceasta, in
toate probele experimentale, fiind cu 13.6-39.0% mai mare ca in proba martor, indiferent
de concentratia utilizatd. Viabilitatea maxima a fost stabilitd in probele cu PSS*" in
concentratie de 30%/V. De asemenea meritd mentionat faptul, cd in toate probele
experimentale, numarul UFC dupa liofilizare a fost mai mare ca cel initial considerat ca
100% (figura 1).

Utilizarea PSS* in componenta solutiei de rehidratare a avut efect pozitiv
semnificativ, statistic veridic (cu 50.2 % mai mult fatd de martor) asupra viabilitatii,
numai in concentratie de 5.0%/V la probele liofilizate pe mediul protector suplimentat
cu PSS#" in concentratie de 30%/V. Rezultatele sunt prezentate in figura 1.
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Figura 1. Viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 dupa liofilizare si rehidratare
cu apa distilata si solutii de PSS#" de diferite concentratii.

Deoarece liofilizarea este o metoda de conservare de lunga durata, care trebuie sa
asigure viabilitatea pe un termen indelungat, la urmatoarea etapa a cercetarilor a fost
evaluatd viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 dupd un an de pastrare.
Rezultatele cercetarilor au demonstrat cé viabilitatea probelor liofilizate, dupa un an de
pastrare pe mediul protector suplinit cu PSS, si rehidratate cu apa distilata este de 99.6-
118.0%, ce este cu 20.5-38.9% mai mult fatd de proba martor (figura 2). Acest fapt
denotd morbiditatea mult mai scdzutd a tulpinii pe mediile protective cu PSS*"
comparativ cu mediul martor pe care viabilitatea dupa 1 an de pastrare a fost doar de
79.1% fata de cea initiald. La fel ca si dupa liofilizare, peste 1 an de pastrare, viabilitatea
maxima a tulpinii a fost inregistrata in probele liofilizate pe mediul protectiv suplinit cu
30%/V PSS“"si rehidratate cu solutie PSS“" de 5%/V, in care acest indice a fost cu 57.6%
mai mare comparativ cu martorul (fig. 2).
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Figura 2. Viabilitatea tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 dupi 1 an de pistrare in stare
liofilizata si rehidratare cu apa distilata si solutii de PSS“" de diferite concentratii.
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De reguld, pentru ca procesul de liofilizare sd se considere de succes, viabilitatea
minima nu trebuie sa fie mai mica de 70-80%, tulpina sd nu sufere modificari genetice
si sa poata fi revitalizata dupa o perioada indelungata de pastrare [11].

Cresterea titrului tulpinii dupa liofilizare si pastrare indelungata fata de cel initial,
la probele suplimentate cu extract de PSS#" poate fi explicatd prin faptul ¢ numerosi
spori ai tulpinii se afla 1n stare latenta si din diverse motive nu sunt capabili sa germineze
in conditii standard de cultivare, insa pot germina sub influenta factorilor stresanti sau
in prezenta unor substante biologic active [25, 26]. Astfel, putem mentiona cd PSS#"
ofera tulpinii nu numai protectic fatd de temperaturile joase, presiunea inalta,
deshidratare si diverse forme de oxigen reactiv, dar actioneaza si ca stimulator al
germindrii sporilor latenti. Efecte similare, crioprotective, ale polizaharidelor vegetale si
cianobacteriene fatd de obiectele biologice, datoritd activitdtii antioxidante, de
stabilizare a membranelor celulare si diminudrii punctului de inghet al apei au fost
raportate si de Khudyakov si colab. [9].

Concluzii

1. Viabilitatea inaltd a tulpinii S. canosus CNMN-Ac-02 dupa liofilizare,
evidentiaza proprietatile protective ale PSS?" din Arthrospira (Spirulina) platensis
CNMN-CB-02 si perspectiva utilizarii lor in calitate de lioprotector pentru elaborarea
mediilor protective destinate conservarii tulpinilor din genul Streptomyces.

2. Morbiditatea minima, viabilitatea inaltd de 95.3-136.7% dupd 1 an de pastrare a
tulpinii, evidentiaza eficienta extractului de origine cianobacteriand 1n protectia,
conservarea si pastrarea indelungata a tulpinii.

3. Diferenta semnificativa a viabilitatii intre probele rehidratate cu apa distilata si
cele cu solutii de PSS?", releva oportunitatea utilizarii extractului pentru revitalizarea
tulpinii liofilizate.
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