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Abstract. Lyophilization is one of the most used methods of long-term preservation of microorganisms. The viability of
freeze-dried microorganisms depends on several factors, including the parameters used in the freeze-drying process,
which can significantly alter the viability of cultures after freeze-drying. In this study, it was demonstrated that the
freezing temperature of Fusarium fungal strains used in the freeze-drying process plays an important role on their
viability after freeze-drying. Thus, the viability of Fusarium cultures after lyophilization, when using the freezing
temperature of -20°C varied within the limits of 76-89.8%, compared to the initial titer, and when using the freezing
temperature -50°C from 92.2% to 96%.
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Introducere

Asigurarea conservarii fiabile a tulpinilor de ciuperci filamentoase, izolate din natura, si
pastrarea lor indelungata studiate in stare neschimbata este importantd atat pentru dezvoltarea stiintei
fundamentale, cét si pentru rezolvarea problemelor stiintifice si aplicative. Se stie ca diferite tipuri de
ciuperci actioneaza diferit la procesul de conservare si pastrare. Unele dintre ele suporta prost
conservarea, in timp ce altele pot fi pastrate viabile pentru o perioada destul de lungd de timp, folosind
aproape orice metoda de conservare (depozitare). Alegerea metodelor optime de pastrare sunt
determinate tinand cont de caracteristicile biologice ale microorganismului, nivelul tehnic al colectiet,
laboratorului [2, 4, 7].

Cele mai des utilizate metode de conservare si pastrare indelungata a microorganismelor sunt
crioconservarea si liofilizarea. Liofilizarea este deshidratarea obiectelor biologice in stare inghetata
sub vid. Viabilitatea microorganismelor dupa liofilizare si pastrare depinde de mai multi factori: faza
de dezvoltare a microorganismului, mediul de protectie, parametrii utilizati in procesul de liofilizare
(stabilitatea in procesul de congelare si suplimare), conditiile de pastrare dupa lioflizare, buna
solubilitate (rehidratare) a liofilizatului [1, 5]. Astfel, in rezultatul selectarii conditiilor optime de
liofilizare a tulpinilor de bacterii patogene din grupele de patogenitate Il1-1V, folosind diferite

instalatii de liofilizare s-a stabilit ca preparatele de microorganisme liofilizate in diferite instalatii se
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caracterizeaza printr-o viabilitate ridicata a celulelor bacteriene si o duratd de valabilitate previzibila
de 4 pana la 105 ani, in functie de tipul de microorganism si tipul de congelare, uscare [8]. Rezultatele
studierii activitdtii biologice a tulpinilor de virus gripal A si B izolate de la om in perioada 2018-2020
in Republica Kazahstan, dupa depozitare la 4°C in stare liofilizata. uu demonstrat ca activitatea de
hemaglutinare la unele tulpini a scazut la jumatate dupa trei luni, In timp ce in rest a rdmas la acelasi
nivel. Activitatea infectioasda a tuturor virusurilor gripale testate a scazut cu o medie de 1-2 Ig
EID50/0,2 ml. Dupa sase luni de depozitare, atdt hemaglutinarea, cat si activitatea infectioasa a
tuturor virusurilor gripale au rdmas practic la acelasi nivel. Rezultatele obtinute fac posibila utilizarea
acestei metode in combinatie cu crioconservarea pentru depozitarea pe termen lung a virusurilor
gripale [9].

La conservarea microorganismelor patogene se tine cont si de riscul de infectare. De aceea sunt
selectate echipamente de protectie personald, dezinfectanti pentru prelucrarea echipamentelor si a
produsul final (ampule, sticlute), este dezvoltat un algoritm de actiuni ale personalului, care face
posibila cresterea semnificativa a nivelului de protectie Tmpotriva agentilor patogeni pentru angajatii
laboratorului si pentru mediu [6].

Scopul cercetarilor in acest studio a constat in evaluarea viabilitatii micromicetelor din genul
Fusarium dupa luiofilizare in dependenta de temperature de congelare.

Maretiale si metode

Obiecte de studiu au servit 6 tulpini de fungi fitopatogeni reprezentanti ai genul Fusarium, care
sunt utilizate ca test-culturi pentru testarea proprietatilor antifungice ale microorganismelor din
CNMN. Mediul de protectie utilizat la lioflizarea acestor tulpini a constat din lapte degresat + 7%
glucoza (LD+7%QG).

Pentru liofilizare culturile luate in studiu au fost cultivate in tuburi pe mediul malt-agar, timp
de 10-14 zile, apoi sporii au fost suspendati in mediul de protectie. In flacoane de 5 ml au fost
introduse cite 1 ml de suspenzie de spori, care ulterior au fost congelate. Au fost testate doua
temperaturi de congelare: -20°C; -50°C. Congelarea a fost efectuatd in refrigeratorul Ult Freezer
DWS86L626/386/286. In procesul de liofilizare a fost utilizata sistema de sublimare ,,LABCONCO 6
plus”.

Pentru rehidratare In fiecare flacon cu cultura liofilizata a fost introdus cite 1 ml apa distilata,
sterila. Rehidratarea a fost efectuata la temperatura de 28°C timp de 2 ore.

Viabilitatea tulpinilor pana si dupa liofilizare (exprimate on unitrioi formatoare de colonii UFC
ml?) a fost determinati prin metoda contirii coloniilor pe mediul agarizat Czapek pe cutiile Petri.
Dupa efectuarea dilutiilor succesive a susperziei de spori si inocularea acestora pe mediu agarizat
Czapek, s-a efectuat calculul unitatilor formatoare de colonii peste 7-10 zile de incubare la 28°C.
Numarul de celule viabile a fost exprimat prin log10 a unitatilor formatoare de colonii (UFC) in 1,0
ml de suspensie [2, 3].

Viabilitatea a fost calculatd conform formulei:

¢ % = (IgUFCmIin / IgUFCmI™in) x 100% , unde:
v IgUFC ml i, este logaritmul (cu baza 10) a numirului UFC inainte de liofilizare;
v IgUFC mii, este logaritmul numirului UFC dupi liofilizare sau péstrare;
C — viabilitatea culturilor in procente

217



10th edition International Scientific-Practical Conference
“Education through research for a prosperous society”

Rezultate si discutii

Evaluarea viabilitatii tulpinilor fungice din genul Fusarium, congelate la temperatura de -20°C,
dupa liofilizare a demonstrat ca, supravietuirea acestora variaza in limitele 76-89,8% fatd de titrul
initial, de pana la lioflizare (Tab. 1). Cea mai inalta viabilitate fiind inregistrata la tulpina Fusarium
moniliforme (89,8%), iar cea mai joasa la tulpina Fusarium sporitrichiela (76%).
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Fig. 1. Viabilitatea tulpinilor de Fusarium congelate la -20°C dupi liofilizare

Viabilitatea tulpinilor fungice din genul Fusarium, congelate la temperatura de -50°C, dupa
lioflizare a fost mai inalta fatd de cea obtinuta la congelarea acestora la temperatura de -20°C (Tab.
2).

Conform rezultatelor obtinute (Tab. 2) rata de supravietuire a tulpinilor fungice din genul
Fusarium, congelate la temperature de -50°C, dupa liofilizate, variaza de la 92,2% pana la 96,0%,
comparativ cu titrul initial, inregistrat pana la liofilizare.

Astfel, pentru o viabilitate mai inalta a tulpinilor liofilizate este necesar de a utiliza in procesul
de lioflizare temperatura de congelare de -50°C.
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Fig. 2. Viabilitatea tulpinilor de Fusarium congelate la -50°C dupi liofilizare

La examinarea culturilor dupa liofilizare s-a observant o crestere mai lenta a miceliului si o
sporulare slabd, comparativ cu varianta martor (de pana la liofilizare). Dupa 2-3 pasaje pe mediul
agarizat Czapek culturile 1si revin la starea initiala.
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Concluzii

Temperatura optima de congelare in procesul de lioflizare a tulpinilor fungice din genul

Fusarium este de -50°C.

Tulpinile liofilizate 1si pastreaza proprietatile morfo-culturale initiale.

Cercetarile au fost indeplinite in baza proiectului 20.80009.7007.09, finantat de ANCD.
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