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PREFATA

Biotehnologiile reprezinta un domeniu complex de metode si tehnologii care au ca scop final
obtinerea de produsi cu destinatie variata, exploatandu-se diferite organisme vii sau materii organice.
Domeniile de aplicabilitate ale biotehnologiilor sunt extrem de variate, intalnite zilnic Tn alimentatie,
medicina, protectia mediului, epurarea apelor, decontaminarea solului, conservarea biodiversitatii si
multe altele. Intelegerea si exploatarea proceselor metabolice care stau la baza biotehnologiilor
necesitd metode de investigare si sisteme experimentale complexe. Cunoasterea si Insusirea acestora
de catre studenti necesitd selectarea unui set de metode si tehnici care sd sustind continutul
informational pe care studentii il dobandesc la cursuri, dar in egala masura sa permita formarea unor
competente practice de laborator. Aceste competente practice vor fi utile studentilor ulterior, in
functie de traiectoria profesionala pe care o vor urma, atat in laboratoare de analize, In productie, dar
si in cercetare.

Ghidul de lucrari practice de Biotehnologii Generale cuprinde un set de metode de
biotehnologii microbiene si vegetale, care se pot realiza cu usurintad in laboratoarele didactice. Fiecare
lucrare practica este structuratd adecvat, sunt prezentate principiul lucrarii, materialele si metodologia
de lucru si se finalizeaza cu intrebari care asigura fixarea notiunilor. De asemenea, la fiecare lucrare
sunt prezentate aplicatiile teoretice si practice ale metodologiilor abordate. Ghidul contine si o lista
bibliografica actuald ce cuprinde att lucrari stiintifice In domeniu cét si standardele ISO aplicabile
n laborator.

Ghidul de lucrdri practice de Biotehnologii Generale este destinat nu doar studentilor
biotehnologi, biologi si biochimisti, ci si cercetatorilor care isi desfasoard activitatea in domeniul
biotehnologic. Acest ghid este astfel structurat sa fie conform cu programa disciplinei Biotehnologii
Generale, predate studentilor de la Facultatea de Biologie si Geologie, Universitatea Babes-Bolyai,
Cluj-Napoca si corespunde cu tematica abordata si la alte facultati de profil de la nivel national si

international.



PROTECTIA MUNCII iN LABORATOARELE DE
BIOTEHNOLOGII

Executarea cu succes a lucrarilor experimentale de biotehnologii microbiene si vegetale, precum
si prevenirea accidentelor necesitd, in mod obligatoriu, cunoasterea specificului laboratorului,
amenajarile, dotarile si regulile generale de protectia muncii precum si regulile de protectie a
personalului, a probelor sau produselor si a mediului inconjurator. Aparatura si instrumentele se
manipuleaza conform instructiunilor cadrului didactic si numai la indicatia acestuia.

Reguli generale in laborator

e Este strict interzis accesul persoanelor strdine in laborator;
e Este interzisa intrarea studentilor in laborator in lipsa permisiunii cadrului didactic;
e Nu se vaintra in laborator daca lampile UV pentru sterilizarea aerului si a suprafetelor
sunt in functiune!
e Aparatura si obiectele din dotare se manipuleazd conform instructiunilor;
e Reactivii, mediile de cultura deshidratate si solutiile din laborator se manipuleaza cu atentie
pentru a se evita contactul acestora cu pielea ori cu hainele, sau inhalarea vaporilor ori a pudrelor!
e Nu se porneste lampa UV in hota clasa 100 fara inchiderea hotei cu husa de protectie!
e Inainte de parasirea laboratorului se verifici si nu existe aparate in functiune sau robinete de
apa si gaz deschise sau becurile aprinse! Atentie la camera termostatata!
e Fiecare student are obligatia de a-si supraveghea spatiul de lucru, pastrand ordinea si
curatenia:
- Fiecare student isi va alege locul de lucru la inceputul primei lucrari practice, loc pe
care si-1 va pastra pana la incheierea semestrului;
- Orice alterare a diferitelor aparate, dotdri sau obiecte adiacente spatiului de lucru
propriu produsa exclusiv din vina studentului, va fi penalizata;
- Orice alterare existenta a aparaturii, obiectelor din laborator sau a zonei de lucru va fi
consemnata cadrului didactic la Inceputul lucrarii practice.

Prevenirea riscului biologic

Pentru a preveni contaminarea persoanelor si rdspandirea germenilor potential infectiosi, precum
si pentru a evita infectarea probelor aflate in lucru, trebuie respectate anumite reguli de ordine
interioara:

e Este obligatoriu de pastrat circuitul in laborator;

e Nu este permisa fuga sau mersul rapid prin laborator;
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e Intrarea in laborator si participarea la lucrarile practice se va face numai dupa audierea si
insusirea regulilor de protectie a muncii (dovedita prin semndturd pe un proces verbal);

e Intrarea In laboratorul de microbiologie si biotehnologii necesitd purtarea obligatorie a
echipamentului de protectie (halat cu maneci lungi). Se recomanda ca echipamentul de protectie sa
fie pastrat separat de hainele utilizate 1n exterior;

e Toate produsele biologice vor fi considerate ca potential infectante;

e Consumarea de alimente si bauturi, ducerea mainilor la fata in timpul lucrului, fumatul in
laborator sunt strict interzise;

e Este interzisa introducerea in gura a oricarui obiect din laborator, inclusiv a pipetelor din sticla
sau plastic, chiar si sterile;

e Este interzisda imprastierea prin laborator a obiectelor de uz personal: hainele, servietele,
gentile, etc vor fi depoziate pe cuier;

e Este permisd aducerea in laborator a materialelor de scris si a lucrurilor de valoare, acestea
din urma fiind asezate in locuri special amenajate;

e Lucrul in laboratorul de microbiologie si biotehnologii implicd posibil contact cu
material infectios! Pentru a preveni accidentele de lucru, este necesard urmarea stricta a
protocoalelor de lucru si a regulilor de dezinfectie si antisepsie:

- Insamantirile se fac la flacird, flambandu-se gatul recipientelor la deschidere si la
inchidere;

- Ansa se sterilizeaza inainte si dupa folosire prin incalzire la rosu, iar portansa se
flambeaza;

- Pipetele, varfurile de pipete, lamele si lamelele contaminate nu se decontamineaza la
flacara, ci se scufunda dupa folosire in recipiente cu solutie dezinfectanta existente in laborator;

- Pipetarea cu gura este interzisd! Se vor folosi pipete automate sau dispozitive de
pipetare adecvate;

- Cutiile Petri, eprubetele, sau alte recipiente, precum si materialele contaminate se
depoziteaza dupa lucru pe masa de infecte, pentru decontaminarea ulterioara;

- Manipularea aparatelor se va face respectand instructiunile de folosire specifice;

- Atentie la manipularea substantelor caustice si inflamabile, precum si a flacarii de gaz!

- In cazul raspandirii accidentale a materialului infectios, va fi anuntat cadrul didactic
care conduce lucrarile si care va indica masurile de dezinfectie;

- Orice posibil incident se semnaleaza de urgentd cadrului didactic!

o TInainte si dupd terminarea lucrului mainile se spald cu api caldd si sipun si/sau se
dezinfecteaza cu solutiile dezinfectante special destinate, disponibile in laborator.



PREPARAREA SI STERILIZAREA MEDIILOR DE CULTURA SI A
USTENSILELOR DE LABORATOR

Activitati:

1. Prepararea si sterilizarea mediilor de cultura si a serului pentru dilutii
2. Turnarea mediilor de cultura in placi

3. Pregitirea eprubetelor cu agar inclinat

4. Pregatirea si sterilizarea instrumentelor de laborator

Principiul lucrarii

Tn cazul proceselor experimentale specifice biotehnologiilor microbiene, factori precum tipul
mediului de culturd, concentratia substratului, pH-ul, temperatura, agitarea, concentratia oxigenului
dizolvat influenteaza cresterea si multiplicarea microorganismelor, atat in faza de laborator cat si in
statiile pilot si respectiv Tn productia industriala. Mediul de cultura reprezinta suportul nutritiv
sterilizat care permite dezvoltarea si studiul unui microorganism in afara nisei ecologice naturale.
Ingredientele acestuia sunt de regula dizolvate in apa distilata, iar apoi mediul este sterilizat (Dragan-
Bularda si Samuel, 2008; Atlas, 2010; Carpa si colab., 2014).

Compozitia mediilor de cultura
Mediile pentru cultivarea microorganismelor contin substantele necesare pentru a sustine
cresterea microorganismelor. Datoritd diversitdtii microorganismelor si diverselor cai metabolice ale
acestora, existd numeroase medii de culturd. Mici alterari in compozitia unui mediu pot avea ca
rezultat caracteristici de crestere semnificativ diferite ale microorganismelor (Atlas, 2010).
De regula, mediile de cultura pentru culturi microbiene trebuie sd contina:
e O sursa de carbon (glucide)
e O sursa de azot: organic (aminoacizi, proteine, uree) sau anorganic (NHs, (HN4)2SO4)
e O sursa de fosfor (HsPO4, KH2PO4, KoHPOy)
e Oligoelemente: K, Mg, Fe,
e Microelemente: Mn, Ni, Co, W
e Alte componente: aminoacizi, proteine, vitamine, coenzime
e Uneori si precursori (substante cu portiuni structurale ale moleculei de sintetizat), pentru cresterea
randamentului biosintezei
e Agar pentru mediile solide si semisolide.

Tipuri de medii de cultura
Clasificarea mediilor de cultura implica o serie de criterii:
1. Dupa tipul culturii:
- Pentru culturi bacteriene
- Pentru fungi
- Pentru explante vegetale
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Dupa consistenta:

- Lichide

- Solide

- Semisolide

Dupa compozitie:

- Naturale

- Sintetice

Dupa tipul respirator al microorganismelor utilizate:
- Medii pentru microorganisme aerobe

- Medii pentru microorganisme anaerobe
Dupa scopul si frecventa Intrebuintarii:

- Medii de uz curent

- Medii speciale: elective, selective, de imbogatire, de conservare, de identificare.

Mediile speciale sunt destinate izolarii, cultivarii si cercetarii insusirilor biologice ale anumitor

specii bacteriene si cuprind:

A. Medii de izolare, ce favorizeaza dezvoltarea anumitor germeni care necesita conditii speciale:
- Medii cu ser, sange (Pasteurella, Corynebacterium)

- Medii cu glicerina, cu cartof, cu ou (Mycobacterium)

B. Medii de imbogatire, ce contin substante care stimuleaza dezvoltarea unor germeni patogeni:
- Medii hiperclorurate (tip Chapman) (Staphylococcus)

- Mediul Lowenstein-Jensen (Mycobacterium)
- Mediul Czapek, Sabouraud (fungi)
- Mediul Mueller Hinton (antibiograme)

C. Medii selective, ce favorizeaza, prin compozitia lor chimica, dezvoltarea anumitor germeni
de interes, inhiband 1n acelasi timp dezvoltarea altora, prezenti Tn numar redus. Agentii
selectivi utilizati sunt antibiotice (ampicilind, vancomicina, cefalexina, etc.), diferiti agenti
antimicrobieni (cetrimid, polimixina B, trimetoprim, amfotericina B, telurit de potasiu,
nistatina, triclosan, etc.) si alte substante precum saruri biliare sau saruri de sodiu. Astfel de
medii sunt:

- Mediul selectiv Ryan agar pentru Aeromonas

- Mediul agar cu cetrimid pentru Pseudomonas aeruginosa
- Mediul Slanetz-Bartley pentru enterococi intestinali

- Mediul Istrati-Meitert pentru E. coli, Shigella, Salmonella

D. Medii diferentiale, ce permit cresterea diferentiatd a unor specii microbiene sau pun in
evidentd anumite particularitaiti metabolice cu semnificatic de diagnostic: fenomene
proteolitice, zaharolitice, oxidoreducdtoare, diferentierea speciilor lactozo-pozitive,
detectarea formarii de H,S, producerea de indol etc. Diferentierea multor microorganisme se
bazeazd pe producerea de acid din anumiti carbohidrati si alte surse de carbon sau pe
decarboxilarea aminoacizilor. Unele medii includ indicatori, in special de pH, care permit
detectarea vizuala a modificarilor pH-ului rezultate din reactiile metabolice. O serie de noi
medii de cultura contin coloranti cromogeni care 1si schimba culoarea atunci cand apar reactii
enzimatice specifice. Astfel de medii cromogene ce permit diferentierea pe baza culorii
coloniilor dezvoltate sunt:
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- Mediul cromogen UTI sau mediul Chromagar pentru identificarea prezumptiva a
bacteriilor responsabile de infectii urinare (Enterococcus sp., E. coli, bacterii coliforme,
Proteus sp. Morganella sp. si Providencia sp.)
- Mediul cromogen pentru detectia E. coli si a bacteriilor coliforme din ape
E. Medii de transport
F. Medii de conservare
G. Medii pentru controlul sterilitatii
6. Dupa faza de biosinteza la care este utilizat mediul:
- Medii de laborator
- Medii pentru culturi pilot
- Medii pentru culturi industriale
7. Dupa destinatia finala a culturii:
- Medii pentru cultura inocul
- Medii pentru cultura de regim (medii de fermentatie sau de biosinteza).

Pentru cultura de explante vegetale se utilizeazd mai multe medii de baza cum sunt Murashige-
Skoog (Murashige si Skoog, 1962), White (White, 1963), Nitsch si Nitsch (Nitsch si Nitsch, 1969)
Shenk si Hildebrandt (Shenk si Hildebrandt, 1972), Gamborg (Gamborg si Shyluk, 1981), care au
compozitii diferite, fiind utilizate in functie de aplicatiile urmarite. Explantele vegetale necesita, pe
langd macro si microelemente, o combinatie de vitamine (piridoxind, tiamind si acid nicotinic),
mioinositol si FEEDTA, deoarece nu pot absorbi Fe decat in forma chelatata.

Sterilizarea mediilor si a ustensilelor de laborator

Sterilizarea reprezintd procedura de tratare n scopul inactivarii microorganismelor viabile din/de
pe obiecte sau produse. Exista mai multe forme de sterilizare, fiecare destinata sa fie aplicatd pentru
0 anumita tintd, iar alegerea metodei de sterilizare depinde de stabilitatea termica, fizica si chimica a
acelei tinte (Jildeh si colab., 2021; Yoo, 2018).

Sterilizarea se realizeaza prin:

A. Caldurd umeda:

- Autoclavare: de regula 121°C timp de 15-20 minute pentru medii de culturd, imbracaminte
si instrumente (care suportd autoclavarea!), sau 133°C timp de 20-30 minute pentru
decontaminarea infectelor

- Fierbere

- Pasteurizare

- Tindalizare

B. Caldurd uscata:
- Flambare (anse, instrumente metalice)
- Sterilizare in etuva: de regula la 160-170°C timp de 90 minute, pentru sticlaria de laborator
Radiatii UV (suprafete, aer)
Radiatii gamma (consumabile din plastic de unica folosinta)
Ultrasunete
Filtrare sterila (prin filtre cu porozitate 0,2 sau 0,1 pm)
Incinerare

@Tm Mmoo
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H. Agenti dezinfectanti. Dezinfectia suprafetelor (hote cu flux de aer laminar, mese de lucru,
podele, etc) se realizeaza cu ajutorul solutiilor dezinfectante (etanol 70%), mentinute pentru
o anumitd perioada de timp, conform unor proceduri interne de curdtenie si dezinfectie. De
asemenea, decontaminarea instrumentelor si a suprafetelor se poate realiza cu ajutorul unor
substante chimice precum oxid de etilend, hipoclorit de sodiu, cloramina, fenol, apa oxigenata,
amestec sulfocromic, bicromat de potasiu.

ATENTIE!

e TOATE RETETELE CONTIN INGREDIENTE PENTRU PREPARAREA UNUI LITRU DE
MEDIU DE CULTURA

e SE VA CALCULA NECESARUL DE INGREDIENTE RAPORTAT LA VOLUMUL PREPARAT

1. Prepararea si sterilizarea mediilor de culturi si a serului pentru dilutii (activitate pe
subgrupe)

Metoda de lucru:

- Se calculeaza necesarul de ingrediente pentru fiecare mediu 1n parte, conform cantitatii ce urmeaza a
fi preparata.

- Mediile de culturd si serul se prepara conform retetelor indicate mai jos, prin dizolvarea
ingredientelor 1n apa distilata.

- Se prepard 50 ml mediu agar nutritiv, 50 ml mediu Czapek-Dox agar pentru turnare in placi
si 50 ml ser, in pahare Erlenmeyer sau baloane cu fundul plat de 100 ml.

- Se prepara 100 ml mediu agar nutritiv pentru pregatirea eprubetelor cu geloza inclinata.

- Se ajusteaza pH-ul mediilor de cultura si al serului conform specificatiilor.

- Serul se repartizeaza in eprubete, cate 9 ml/eprubeta.

- Se acopera flacoanele si eprubetele cu medii de cultura ori ser cu capac/dop de vata/folie de
aluminiu.

- Se sterilizeaza prin autoclavare conform specificatiilor fiecarui mediu.

Mediul agar nutritiv:

- 1000 ml apa distilata

- 3 g peptona

- 3 extract de carne

- 5gNaCl

- 15gagar

- pH7,2%£0,2

- autoclavare la 120°C timp de 20 minute (Atlas, 2010).

Mediul Czapek Dox agar:
- 1000 ml apa distilata

- 30 g zaharoza

- 19 KoHPO4

- 39 NaNO3

- 0,59 MgSO4 x 7H.0O

- 0,5gKCI

- 0,01 g FeSOq4

11
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- 15gagar
- pH6+£0.2
- autoclavare la 115°C timp de 20 minute (Atlas, 2010).

Ser fiziologic:

- solutie NaCl 0,85%

- pH7x0.2

- autoclavare la 120°C timp de 20 minute.

2. Turnarea mediilor de cultura in placi (activitate pe subgrupe)
Metoda de lucru:
- Dupa racorirea mediului la aproximativ 55°C (se verifica prin atingerea rapida a flaconului cu

mana) acesta se toarnd in placi sterile, in hota cu flux de aer laminar, cate 2-3 cutii Petri/grupa de
studenti pentru fiecare tip de mediu.

- Daca mediul de culturd a fost preparat anterior si pastrat la frigider, acesta se lichefiaza prin
incalzire in cuptorul cu microunde. Atentie: se regleazd puterea cuptorului la o intensitate medie/mica
pentru a se evita supraincilzirea! In timpul fierberii, dopul flaconului risci si cad, mediul se contamineaza si
poate curge n cuptor.

- Dupa repartizarea in cutii Petri, se inchide hota si se porneste lampa UV din interiorul acesteia
pentru 15 minute, timp in care va avea loc si solidificarea mediilor 1n placi.

3. Pregatirea eprubetelor cu agar inclinat (activitate pe subgrupe)

Metoda de lucru:
- Se prepara 100 ml mediu agar nutritiv.

- Se ajusteaza pH-ul mediului.

- Se dizolva componentele prin incalzire in cuptorul cu microunde.

- Se distribuie cate 7 ml mediu in eprubete si se pun dopuri de vata.

- Se autoclaveaza.

- Se scot eprubetele cu mediul sterilizat si se aseaza in plan inclinat pentru solidificare.

4. Pregitirea si sterilizarea instrumentelor de laborator (activitate pe subgrupe)
Metoda de lucru:
- Se Tmpacheteaza in hartie sticlaria necesara pentru urmatoarele lucrari practice (cutii Petri,

pipete) dar si spatule si alte instrumente, dupa caz.
- Sticlaria se sterilizeaza la etuva, programata la 170°C timp de 90 minute.

intrebari:

- Prin ce se disting mediile de cultura destinate bacteriilor de cele pentru micromicete?

- Cum putem evalua dacd un mediu de culturd este steril? Dar un instrument (ex. cutie Petri,
eprubetd) ?

- Cum se procedeaza corect la evacuarea deseurilor cu risc biologic din laborator?

12



PREPARAREA DILUTIILOR ZECIMALE SUCCESIVE SI
INOCULAREA PE MEDII DE CULTURA

Activitati:
1. Prepararea dilutiilor zecimale succesive de sol
2. Inocularea pe medii de cultura

Principiul lucrarii

Realizarea dilutiilor zecimale succesive reprezintd o tehnica utila pentru analize calitative si
cantitative ale unei probe ori unui produs cu incarcatura mare sau necunoscutd de microrganisme.
Ulterior, suspensiile obtinute se inoculeaza fie pe medii de cultura solide, agarizate, fie in medii de
cultura lichide (Petersen si McLaughlin, 2016). Inocularea directa a probei si a dilutiilor succesive n
medii solide permite determinarea numarului de germeni per ml sau respectiv per g de proba ori
produs analizat, ca rezultat al numadrarii unititilor formatoare de colonii (UFC) si exprimarii
rezultatului (ISO 6887-1:2017). Metoda determinarii numarului cel mai probabil de microorganisme
in medii lichide ofera o estimare a Incarcaturii microbiene, insd mai putin precisa decat inocularea
esantioanelor in medii agarizate (Dragan-Bularda si Samuel, 2008; Carpa si colab., 2014; Farkas,
2015).

1. Prepararea dilutiilor zecimale succesive de sol (activitate pe subgrupe)

Pentru a putea determina numeric coloniile pe mediul de cultura solid este nevoie de realizarea
unor dilutii in ser fiziologic steril pentru probele de sol (sau orice alte probe de mediu, probe biologice
ori esantioane ale unui produs de testat). Aceste dilutii se aleg astfel incat coloniile rezultate sa poata
fi usor citite pe placi (Aneja, 2005). Pentru realizarea dilutiilor succesive de sol se procedeaza
conform schemei din Figura 1.

Metoda de lucru:
- Se aseazi pe un stativ 3 eprubete cu ser si se noteazi pe fiecare codul probei si dilutia (1072,

1072, 103).

- Se cantareste in conditii sterile 1 g sol si se repartizeaza in prima eprubeta.

- Se omogenizeaza prin vortexare prima suspensie (1 g sol + 9 ml ser), se lasa la sedimentat si
aceasta reprezinta dilutia 107,

- Cu ajutorul unei pipete din sticla sterile, sau cu o pipeta automata cu varf steril se preleveaza
1 ml din suspensia realizatd si se omogenizeazi in eprubeta a doua pentru realizarea dilutiei 1072,

- Se repeti operatiunea pentru realizarea dilutiei 10~ (Figura 1).

13
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Figura 1. Schema de lucru pentru realizarea dilutiilor si inocularea probelor de sol

2. Inocularea pe medii de cultura (activitate pe subgrupe)

Metoda de lucru:
- Se noteaza pe capacul placilor Petri codul probei, dilutia inoculata si grupa.

- Utilizand o pipeta sterila, se inoculeaza cate 1 ml (1000ul) suspensie de sol din eprubetele cu
dilutiile 107, 102 si 10 pe céte o placa cu agar nutritiv.

- Se inoculeaza cate 0,1 ml (100pul) suspensie de sol din eprubetele cu dilutiile 107, 102 si/sau
107 pe cate o placi cu Czapek Dox agar.

- Se distribuie imediat inoculul pe suprafata mediului (prin rasturnare sau cu ajutorul unui
spreader/spatula steril) si se elimind excesul de lichid.

- Placile inoculate se rastoarna si se introduc in camera termostata pentru incubare la 25°C timp
de 7 zile.

intrebiri:

- Ce se va intampla dacd inoculam un esantion cu incarcatura microbiana foarte mare?

- Dar daca inoculaim o suspensie in care proba este foarte diluatd/concentratia
microorganismelor este foarte mica?

- Dar daca inoculam un esantion steril?

14


http://www.google.ro/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiY4YGLlt_QAhVJUhQKHSQGBjYQjRwIBw&url=http://www.rasfoiesc.com/educatie/biologie/DETERMINAREA-NUMARULUI-TOTAL-D18.php&bvm=bv.139782543,d.ZGg&psig=AFQjCNGFLbhPGZXHHFGNie9DSP6ICfyC4A&ust=1481100116854075

OBSERVAREA COLONIILOR MICROBIENE SI OBTINEREA
CULTURILOR PURE

Activitati:

1. Examinarea placilor Petri inoculate anterior cu dilutii de sol si descrierea fenotipicd a
coloniilor

2. Numararea coloniilor. Determinarea numarului de germeni per gram de sol

3. Obtinerea culturilor pure

Principiul lucrarii

Observatiile macroscopice asupra culturilor microbiene oferd primele indicii asupra tipului de
microorganism si a diferitelor proprietati ale acestuia (puritate, viabilitate, densitate, etc). Morfologia
coloniilor este determinata genetic, insa variatia fenotipica reprezinta o modalitate de adaptare a
microorganismelor la conditiile de mediu.

Studiile recente indica faptul ca morfotipul coloniilor bacteriene poate fi asociat cu virulenta,
persistenta si rezistenta tulpinii respective la agenti antimicrobieni (Sousa si colab., 2013). Ontologia
morfologiei coloniilor reprezintd un vocabular specific, elaborat pentru caracterizarea morfotipurilor
bacteriene, pentru a descrie culoarea, consistenta, elevatia, forma, marginea, opacitatea, marimea,
textura, teaca si suprafata coloniilor. In urma examinirii, caracteristicile morfotipice ale coloniilor
bacteriene cu relevanta clinica pot fi analizate si comparate cu bazele de date dedicate precum
MorphoCol (http://stardust.deb.uminho.pt/morphocol/database.php).

1. Verificarea cutiilor Petri inoculate cu dilutii de sol si descrierea fenotipica a coloniilor
(activitate pe subgrupe)
Pe mediile de cultura solide pot fi observate o varietate de morfotipuri bacteriene (Figura 2A) si
fungice (Figura 2B). Se examineaza aspectul coloniilor izolate.
Pentru bacterii se analizeaza urmatoarele caracteristici:
- relieful: turtit, bombat, cu suprafatd neteda sau rugoasa;
- conturul: bine delimitat, circular sau festonat, cu prelungiri;
- marimea: diametru mic (de exemplu streptococii) sau colonii mari (de exemplu Klebsiella,
etc.)
- pigmentarea coloniilor: alb si auriu la stafilococ, brun la Azotobacter, rosu la Serratia etc.
- transparenta: transparente, opace sau translucide;
- consistenta: untoasa-cremoasa, mucoasa, apoasd, vascoasa, sfaramicioasa, uscati;
- aderenta la mediu;
- capacitatea de a fi emulsionate in solutie salina fiziologica;
In functie de aceste caracteristici se deosebesc doui tipuri majore de colonii bacteriene:
A) Colonii de tip neted cu suprafata bombata, neteda, lucioasd, contur bine delimitat, consistenta
cremoasa. Prin emulsionare cu ser fiziologic rezultd o suspensie omogena.
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B) Colonii de tip rugos, cu suprafata turtita, neregulata, contur crenelat, fastonat, uscate,
aderente la mediu. In ser fiziologic dau suspensii granulare (Brambilla si colab., 2016).

Pentru fungi se analizeaza urmatoarele caracteristici:
- tipul cresterii: colonie delimitata, invaziva;
- suprafata: floculatd, granulard, cretoasa, catifelatd, pudratd, matdsoasd, glabrda (neteda,
cremoasa), cerata;
- pigmengtarea: la suprafata si pe verso;
- miceliul: vegetativ si de reproducere;
- relief: turtit, bombat, cu suprafata neteda sau rugoasa;
In principal, in soluri pot fi identificate specii de fungi apartinind genurilor Absidia, Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Geotrichum, Mortierella, Mucor, Penicillium si Trichoderma
(Kichu si colab., 2020).

Figura 2. Morfotipuri bacteriene (A) si fungice (B) obtinute pe diverse medii de cultura

2. Numararea coloniilor. Determinarea numérului de germeni per gram de sol (activitate

pe subgrupe):

O serie de metode standardizate pentru diverse aplicatii detaliaza tehnica de numare a coloniilor
si exprimare a rezultatului per volum sau gram de proba. Astfel de metode microbiologice constituie
cerinte generale ale analizelor efectuate pentru testarea calitatii apei (ISO 6222/1999) sau alimentelor
(1SO 7218/2007).

Metoda de lucru:
- Dupa inspectia vizuald a placilor, se numara coloniile crescute pe fiecare placa Petri si se

noteaza valoarea obtinuta.
- Calculul rezultatului: se exprima ca numar de unitati formatoare de colonii (UFC) per gram
de proba de sol, aplicAnd urmatoarea formula de calcul:

2.C
N=Mx11xd
Unde:
>C = suma coloniilor numarate pe doua placi inoculate cu doua dilutii succesive, si cel putin
una dintre placi contine minimum 10 colonii;
M = masa de sol inoculata in fiecare placa;
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d = dilutia corespunzatoare primei dilutii considerate (d=1 pentru proba nediluata, d=0,1
pentru dilutia 1:10, etc);

3. Selectarea si obtinerea culturilor pure (activitate individuala)

Tehnica pentru inocularea Tn agar inclinat se deruleaza respectand urmatorii pasi de lucru:

- Se selecteaza o colonie de pe mediul de cultura solid (agar nutritiv sau agar Czapek Dox).

- Se sterilizeaza ansa prin aducere la rosu si se asteapta racirea langa flacara becului de gaz.

- Seracleaza cu ansa o colonie izolata.

- Tinand o eprubeta cu agar inclinat cu mana stanga, se indeparteaza dopul cu degetul mic de
la ména dreapta (cea in care se afla si ansa) si fard a lasa dopul jos (dopul se tine in degetul flexat pe
toata durata operatiunii) se flambeaza gura eprubetei la flacira becului de gaz.

- Se inoculeaza mediul de cultura inclinat prin introducerea in eprubeta a ansei incarcatate cu
tulpina de interes si prin atingerea suprafetei agarizate la retragerea ansei, in zig-zag.

- Se flambeaza gura eprubetei si se pune dopul.

intrebari:
- Cum se disting ntre ele coloniile de fungi versus cele bacteriene?
- Care sunt mediile cu suspensii de sol inoculate pe care se observa dezvoltarea indeosebi a
fungilor? Dar a bacteriilor? De ce?
- Cuantificati incdrcatura microbiana a probelor analizate ca numar de bacterii si respectiv ca
numdr de fungi/g de sol.
- Care sunt masurile luate in timpul operatiunii de inoculare pentru a preveni contaminarea cu
germeni din aer? Dar de pe suprafete?
- Ce se poate intampla daca nu asteptam cateva secunde pentru racirea ansei dupa flambare si
prelevam inoculul cu ansa fierbinte?
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OBSERVAREA CULTURILOR MICROBIENE LA MICROSCOP

Activitati:

1. Efectuarea unor frotiuri continand tulpini pure de microorganisme

2. Observatii asupra preparatelor microscopice pentru evidentierea bacteriilor, actinobacteriilor
si micromicetelor

Principiul lucrarii

Observatiile microscopice pot fi efectuate in preparate native (frotiuri vii) sau inactivate,
observate direct sau in urma colorarii microorganismelor. Coloratia preparatului poate fi simpla
(utilizeaza un singur colorant) sau dubld, cum este coloratia Gram (Dragan-Bularda si Samuel, 2008;
Atlas, 2010; Carpa si colab., 2014).

1. Realizarea unor frotiuri cu tulpini pure de microorganisme (activitate individualz)

Metoda de lucru pentru efectuarea coloratiei simple:

- Pe o lama microscopica degresata se pune o picatura de apa distilata.

- Se sterilizeaza ansa prin aducere la rosu si se raceste langa flacara becului de gaz.

- Se preia cu ansa sterilizatd, o colonie de pe mediul de cultura agarizat si se adauga in picdtura
de apa de pe lama microscopica si apoi se omogenizeaza.

- Se lasa la uscare frotiul la temperatura camerei si apoi se fixeaza la flacara prin trecera lamei
microscopice deasupra flacarii, cu ATENTIE!

- Lamele cu frotiul fixat se plaseaza pe suportul de colorare (cu frotiul in sus).

- Se acopera frotiul cu colorant (solutie de albastru de metilen fenicat 1%, fucsina sau safranind)
si se lasa sa actioneze 2-3 minute.

- Se spald frotiul cu apa distilata din pisetd, scurgdndu-se lichidele de spdlare in cuva de
colorare.

- Se tamponeazd lamele microscopice de excesul de apa distilata si se usuca frotiul la
temperatura camerei sau langa flacara becului de gaz.

- Se examineaza la microscopul optic toate preparatele cu ajutorul obiectivului 100x utilizand
ulei de imersie.

2. Observatii asupra preparatelor microscopice (individual)

Metoda de lucru pentru efectuarea observatiilor microscopice:

- Se porneste si se verifica microscopul: iluminarea, deplasarea platinei, obiectivul de 100x sa
poata fi actionat telescopic si sa nu fie murdar.

- Se aseaza lama microscopica pe platina microscopului, orientat cu frotiul in sus, centrat in
aria razei de lumina si se fixeaza lama cu ajutorul cavalerilor.

- Se adauga direct pe frotiu o picatura de ulei de imersie.

- Se roteste revolverul fixandu-se la obiectivul de 100x.
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- Privind la migcarea platinei, prin actionarea vizei macrometrice se aduce in contact obiectivul
de 100x cu uleiul de imersie de pe suprafata frotiului, cu actionarea varfului telescopic al acestuia.
- ATENTIE! Nu se forteaza rotirea vizei macrometrice!
- Privind in oculare, se roteste viza macrometrica pentru o buna focalizare a preparatului.
- Dupa focalizare se ajusteaza fin imaginea prin actionarea vizei micrometrice.
- Se examineaza bine preparatul microscopic pentru identificarea microorganismelor prezente
n preparat:
= Bacterii: coci, bacili, diplococi, streptococi, streptobacili — microorganisme izolate sau
dispuse fie grupat, fie in lanturi (Mishra si Chauhan, 2016);
= Actinobacterii (sub vechea denumire actinomicete) - bacterii Gram pozitive ce apar la
microscop sub forma de lanturi ramificate si intersectate (gr. aktis = raza) (Li si colab.,
2016);
= Micromicete: fungi inferiori cu o organizare specifica: hife, conidii, spori (Lagree si
colab., 2018).
- La finalizarea observatiilor se opreste lampa microscopului, se degreseaza obiectivul cu
alcool, iar lamele se colecteaza intr-un vas pentru curatare.

intrebiri:

- Care este rolul fixarii preparatului si ce alte metode de fixare a unui frotiu cunoasteti?

- Ce observati in preparatul realizat?

- Descrieti si desenati toate cele trei tipuri de microorganisme observate: bacterii, actinobacterii
sl micromicete.

- De ce credeti ca sunt importante pentru biotehnologii? Exemplificati.
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SELECTIA DE MICROORGANISME CELULOZOLITICE

Activitati:

1. Prepararea mediului de culturd pentru selectia microorganismelor producatoare de celulaza

2. Inocularea mediului pentru selectia microorganismelor celulozolitice

3. Examinarea eprubetelor inoculate pentru selectia microorganismelor celulozolitice (dupa
incubare 7 zile si periodic, pana la sfarsitul semestrului)

Principiul lucrarii

Tntr-un mediu de culturd minimal, cu unica sursa de carbon celuloza, microorganismele capabile
sa utilizeze celuloza (de exemplu bacterii celulozolitice de tipul Bacillus, Pseudomonas,
Streptomyces, Clostridium, etc) vor fi nevoite sa degradeze hartia de filtru adaugata (Carpa si colab.,
2014; Killham si Prosser, 2015).

1. Prepararea mediului de cultura pentru selectia microorganismelor producatoare de

celulaza (activitate pe subgrupe)

- Se prepara cate 100 ml mediu de culturd pentru fiecare grupa de studenti.

- Se ajusteaza pH-ul mediului la7,5+0,2.

- Se repartizeaza cate 9 ml/eprubetd, impreund cu cate o fasie de hartie de filtru tdiata la
dimensiuni de aproximativ 1 x 9 cm.

- Se sterilizeaza prin autoclavare la temperatura de 120°C timp de 20 minute.

Mediul pentru cultivarea microorganismelor celulozolitice:
- 19 KHPO,

- 0,59 NaNOs

- 0,59 MgS0Osx 7 H20

- 0,5gKCI

- 0,01 gFeClsx7H0

- 1000 ml apa distilata (Carpa si colab., 2014).

2. Inocularea mediului pentru selectarea microorganismelor producitoare de celulaza

(activitate individuala)

Descompunerea celulozei este un proces important in naturd si este realizat de un numar restrans
de organisme, datorita structurii chimice a celulozei. Principalele enzime implicate n descompunerea
celulozei din biomasa vegetala sunt celulazele, care sunt capabile sa cliveze legaturile de tip f-1,4 din
lantul de celuloza (Lopez-Mondejar si colab., 2016). Microorganismele sunt principalii producatori
de enzime capabile sd descompuna moleculele de celuloza si hemiceluloza din sol, jucand astfel un
rol deosebit in naturd in descompunerea biomasei vegetale (Himmel si colab., 2010). Numeroase
tulpini bacteriene izolate din sol sau din tubul digestiv al erbivorelor au fost descrise ca fiind capabile
de degradarea celulozei (Gupta si colab., 2012). Multe dintre acestea apartin increngaturilor:
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Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria si Bacteroidetes. Mai mult, studii moleculare de genomica
si metagenomica au indicat ca multe dintre aceste microorganisme joacd un rol deosebit si in
descompunerea polizaharidelor prezente in soluri (Koeck si colab., 2014; Jimenes si colab., 2014).

Metoda de lucru:

- Se noteaza eprubetele cu agar inclinat (cultura purd) si cele cu mediul pentru evidentierea
activitatii celulozolitice.

- Se sterilizeaza ansa prin aducere la rosu si se raceste langa flacara becului de gaz.

- Tinand eprubeta cu agar Inclinat cu méana stanga, se indeparteaza dopul cu degetul mic de la
mana dreaptd, cea in care se afla si ansa) si fard a lasa dopul din méana (dopul se tine in degetul flexat
pe toatd durata operatiunii) se flambeaza la flacara gura eprubetei.

- Se preleveaza inoculul din cultura pura sau dintr-o colonie izolatd de pe mediul agarizat.

- Se flambeaza din nou gura eprubetei din care s-a efectuat prelevarea si se acopera cu dopul.

- Tinand ansa incarcata cu tulpina de testat in mana dreapta, se ia eprubeta cu mediul lichid in
mana stanga, se indepartreaza dopul cu degetul mic de la mana dreapta, si se flambeaza gura eprubetei
la flacara becului de gaz.

- Se introduce ansa direct in mediul lichid si se spala inoculul in acest mediu de cultura, pe
peretele eprubetei, la interfata aer-lichid (Figura 3).

- Se flambeaza gura eprubetei, se pune dopul si se sterilizeaza foarte bine ansa, prin aducere la
rosu.

- Se incubeaza in camera termostatata, la 25°C, pentru o perioada indelungata.

Eprubeta cu mediu de
cultura lichid

Ansa de inoculare

Banda de hartie
de filtru sterila

Figura 3. Reprezentarea schematica a inocularii mediului pentru selectia tulpinilor celulozolitice

3. Examinarea eprubetelor inoculate pentru selectia microorganismelor celulozolitice

Tuburile pentru evidentierea activitatii celulozolitice se examineazd vizual dupa o saptdmana
pentru a observa dacad apar modificari in textura hartiei. Acestea nu se decontamineaza, se pastreaza
in camera termostatatd pana la sfarsitul semestrului si se examineaza periodic.
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intrebari:

- Glucoza este un ingredient des utilizat ca ingredient al mediilor de cultura. De ce nu se adauga
glucoza in mediul de cultura pentru microorganisme celulozolitice?

- Ati observat activitate celulozolitica a vreunei tulpini testate? Cum puteti explica?
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STUDIUL ANTAGONISMULUI MICROBIAN

Activitati:

1. Prepararea mediului de culturd pentru evidentierea antagonismului microbian

2. Turnarea in placi a mediului de cultura agar nutritiv (2-4 placi Petri per grupa)
3. Inocularea in striuri incrucisate pentru evidentierea antagonismului microbian
4. Observatii asupra antagonismului microbian (dupa incubare 7 zile)

Principiul lucrarii

In urma inocularii in striuri incrucisate a doud sau mai multe culturi microbiene se va evidentia
daca tulpina investigatd exercitd un efect inhibitor asupra dezvoltarii si multiplicarii altor
microorganisme (Carpa si colab., 2014). Astfel pot fi identificate izolate microbiene capabile sa
produca noi compusi cu potential aplicativ in terapiile antiinfectioase Impotriva unor patogeni umani
(Lucero-Velasco si colab., 2018), in acvacultura (Feichtmayer si colab., 2017) sau agricultura (Uhlig
st colab., 2021).

1. Prepararea mediului de cultura pentru evidentierea antagonismului microbian (activitate
pe subgrupe)

Metoda de lucru:

- Se prepara 50 ml mediu de cultura agar nutritiv pentru fiecare grupa de studenti.

- Se ajusteazd pH-ul mediului de culturd la 7,2 + 0,2.

- Se sterilizeaza prin autoclavare la 121°C timp de 15 minute.

2. Repartizarea in placi a mediului de cultura agar nutritiv (activitate pe subgrupe)

Metoda de lucru:
- Seraceste la aproximativ 55°C mediul agar nutritiv proaspat sterilizat sau se lichefiaza mediul

pregatit anterior si pastrat la frigider, prin incalzirea in cuptorul cu microunde .

Atentie: se regleazd puterea cuptorului la o intensitate medie/micd pentru a se evita
supraincilzirea! In timpul fierberii, capacul flaconului risc si cada, mediul se contamineaza si poate
curge n cuptor.

- Dupa lichefierea mediului, acesta se toarna in placi sterile, in hota microbiologica cu flux de
aer steril, cate 2-4 cutii Petri/grupa.

- Se poate porni lampa UV pentru 10-15 minute, pana la solidificarea mediului de cultura in
cutiile Petri.

3. Inocularea placilor pentru evidentierea antagonismului microbian (activitate pe
subgrupe)
Metoda de lucru:
- Se pregatesc urmatoarele materiale:
= cutiile Petri cu mediul solid nutrient agar
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= tulpinile de cercetat (se selecteaza cateva culturi pure pe agar inclinat, diverse fenotipuri
de bacterii, actinobacterii $i micromicete, tot atatea cate cutii Petri urmeaza a se inocula).

= tulpini standardizate (bacterii Gram negative precum Aeromonas hydrophila ATCC 7966,
Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, sau Gram pozitive
precum Bacillus cereus ATCC 14579, B. subtilis ATCC 12695, Enterococcus faecalis
ATCC 19433.

- Se noteaza pe dosul placii initialele tulpinilor de testat, conform schemei din Figura 4A. Nu
se traseaza pe placa linii cu markerul permanent!

- Se sterilizeaza ansa prin aducere la rosu si se raceste langa becul de gaz.

- Tinand eprubeta cu tulpina de investigat (agar inclinat) cu mana stanga, se indepartreaza dopul
cu degetul mic de la mana dreapta, cea in care se afla si ansa) si fard a pune dopul pe masa (dopul se
tine Tn degetul flexat pe toata durata operatiunii) se flambeaza gura eprubetei la flacara becului de
gaz.

- Se preleveaza inoculul din cultura de investigat, crescuta pe agar inclinat.

- Se flambeaza din nou gura eprubetei si se pune dopul.

- Se inoculeaza suprafata mediului agarizat prin trasarea unei linii cu ajutorul buclei ansei, pe
linia diametrului placii (dupa cum denota linia rosie din Figura 4B) .

- Se preleveaza inocul din tulpinile standard (4-6 tulpini, in functie de dimensiunea placii) si
se aplica striuri perpendiculare pe tulpina de investigat (marcata cu linia rosie din Figura 4B) Foarte
important: striurile tulpinilor standard trebuie sd atinga si sa intersecteze tulpina de investigat!

- Dupa inocularea fiecdrei tulpini standard se flambeaza ansa, inainte de a trece la inocularea
tulpinii/placii urmatoare.

- Dupa inoculare, placile Petri se pun la incubat In camera termostatata la temperatura de 25°C
timp de 7 zile.

A. hydrophila A. hydrophila

laeruginosa

B. cereus B. subtilis

B. cereus

E. faecalis

.| faecalis

A. B.
Figura 4. Marcarea placii Petri (A) si inocularea in striuri incrucisate (B). Se utilizeaza prescurtari si codificari
pentru tulpina supusa investigarii (X.X. codificata spre exemplu cu initialele studentului care a izolat tulpina
respectiva) si pentru tulpinile de referinta (A. hydrophila, E. coli, Ent. faecalis B. cereus, B. subtilis, P.
aeruginosa etc).
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4. Observatii asupra antagonismului microbian
- Se examineazd placile Petri dupa incubare, urmarind aparitia unor zone de inhibitie la
intersectia striurilor.

intrebari:

- Ce se va intampla daca striurile tulpinilor standard nu ating striurile tulpinilor de investigat?

- Ce se va intampla daca nu sterilizdm corect ansa dupa ce am atins o tulpind si trecem la
inocularea urmatoare?
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IMOBILIZAREA CELULELOR DE DROJDIE iN GEL DE
ALGINAT

Activitati:
1. Obtinerea celulelor de drojdie imobilizate Tn gel de alginat

Principiul lucrarii
Alginatul de sodiu solubil in apa, in solutia de CaCl, formeazd un gel de alginat de calciu.
Granulele de alginat se vor forma prin metoda picurarii printr-o seringa sterila.

Imobilizarea este un proces mult utilizat in biotehnologii si are multiple aplicatii. Astfel, se pot
imobiliza celule vegetale care pot fi ulterior utilizate pentru biotransformari ale unor substraturi sau
precursori, obtinandu-se compusi cu valoare farmaceuticad sau nutritiva. De asemenea, se pot
imobiliza embrioni somatici, ulterior sferele de alginat sunt deshidratate si se pot obtine seminte
artificiale. In acest caz, imobilizarea ofera avantajul stocarii semintelor artificiale pentru o perioada
de timp mai indelungata. De asemenea, se pot ingloba diverse saruri minerale, utilizandu-se ca suport
nutritiv pentru plante (granule nutritive hidratabile).

Diverse matrici de imobilizare se pot utiliza pentru inglobarea unor compusi alimentari precum
lipide, uleiuri, uleiuri eterice, coloranti alimentari, siropuri, obtinandu-se diverse produse alimentare
foarte apreciate in gastronomia moleculara (icre artificiale, spaghetti, deserturi) (Bickerstaff, 1997).

Nu Tn ultimul rand, anumite matrici pot servi ca suport pentru imobilizarea enzimelor, facilitand
procesele enzimatice la nivel industrial, precum si Iimbunétatirea calitatii si aspectului unor produse
alimentare (aspicuri). In industria berii se urmareste imobilizarea enzimelor implicate in hidroliza
zaharurilor si inlocuirea maltului (Norton si D'Amore, 1994). Imobilizarea enzimelor sau
microorganismelor are aplicatii si in biotehnologiile pentru protectia mediului, in scopul tratarii si
neutralizarii deseurilor (Bouabidi si colab., 2019).

Imobilizarea celulelor a devenit o practica importanta in biotehnologii, ducand la cresterea
performantei si a rentabilitdtii proceselor fermentative. Celulele de drojdie sunt incapsulate intr-o
matrice ce permite schimburile nutritive cu mediul de fermentatie. Utilizarea tulpinilor selectionate
de Saccharomyces ellipsoideus inglobate in sfere de alginat poate avea rezultate foarte bune la
obtinerea vinurilor spumante, usurand considerabil procesul tehnologic clasic. Remuajul reprezinta
operatiunea de rotire a sticlelor de spumant cu scopul de a aduna sedimentele Tn gatul acestora.
Operatiunea este de lunga duratd, minutioasa si se incheie cu degorjarea buteliilor. Degorjarea este
efectul prin care sedimentele sunt eliminate, impreund cu o cantitate redusa de vin. Astfel, drojdiile
imobilizate se prezintd sub forma unor sfere cu un diametru de cativa milimetri si cu densitatea mai
mare decét a vinului, putdndu-se manipula si indeparta mai usor. Remuajul se realizeaza in cateva
secunde, pozitionand sticla cu gatul in jos, ceea ce permite colectarea acestor granule la nivelul gatului
sticlei si eliminarea lor prin degorjarea buteliei (Tita, 2003).
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Obtinerea celulelor de drojdie imobilizate in gel de alginat (activitate pe subgrupe)
Metoda de lucru:
- Se pregatesc:
= Suspensie formata dintr-un gram de drojdie uscatd in 5 ml apa distilata
= 10 ml solutie alginat de Na 5%
= 100 ml solutie CaCl2 75 mM
- Suspensia de drojdie obtinutd se va amesteca cu solutia de alginat de sodiu si se vor adauga
cateva picaturi de colorant (albastru de metilen, safranina, etc).
- Se aspira amestecul intr-o seringa sterila.
- In balonul cu solutia de carbonat de calciu se va plasa un magnet; balonul se va aseza pe
agitatorul magnetic si apoi se porneste agitatorul la turatie mica.
Se picura amestecul din seringd 1n balonul cu solutia de carbonat de calciu agitatd cu ajutorul
magnetului (Figura 5).

- Suspensia de drojdie
- Solutia de alginat de sodiu
- Picaturi de colorant

Carbonat de calciu

N = P

Figura 5. Reprezentarea schematica a imobilizarii drojdiilor in alginat de sodiu

Atentie: Magnetul se va recupera din solutie! Granulele de drojdie imobilizate se vor pastra la
frigider pentru lucrarea urmatoare.

intrebiri:

- Ce ati observat si cum explicati fenomenul?

- Exista aplicatii ale acestei proceduri?

- Ce alti compusi utili proceselor biotehnologice ar putea fi imobilizati? Care ar fi avantajele?
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EVIDENTIEREA FERMENTATIEI ALCOOLICE

Activitati:
1. Montarea si amorsarea instalatiei pentru fermentatia alcoolica
2. Observatii asupra fermentatiei alcoolice

Principiul lucrarii
Dioxidul de carbon rezultat in urma fermentatiei alcoolice a substratului glucidic se pune n
evidenta prin barbotare 1n solutie de hidroxid de bariu suplimentatd cu un indicator de pH.

Fermentatia alcoolica este procesul biotehnologic prin care drojdiile si unele bacterii sunt capabile
si converteasca diferite substraturi glucidice, rezultand alcool etilic si dioxid de carbon. Tn general se
realizeaza cu tulpini de Saccahromyces cerevisiae selectionate si standardizate. Tn fermentatia
alcoolica drojdiile descompun zaharurile la molecule de piruvat (calea glicolizei), care sunt mai apoi
reduse la doud molecule de alcool etilic si doud molecule de CO2 (Malakar si colab., 2020):

CsH1206 — 2 CH3CH20OH + 2 CO»

Fermentatia alcoolicad este un proces anaerob cu foarte multe aplicatii biotehnologice, si anume
prepararea unor bauturi alcoolice (vin, bere, spirt) sau a celor alcoolice distilate (brandy, vodca,
wisky, coniac), prepararea unor produse lactate, ca proces secundar (chefir, taette, cumis, kurunga)
(Scott si Sullivan, 2008). Este de asemenea implicata in prepararea painii (Martinez-Anaya, 2003),
dar si 1n obtinerea unor biocombustibili cum este bioetanolul (Demirbas, 2007).

Metoda de lucru (activitate pe subgrupe):
- Se pregatesc materialele:
* Doua flacoane Erlenmeyer cu cate 50 ml solutie zaharoza 10%, care se suplimenteaza cu
1 g drojdie uscata (subgrupa 1) sau drojdia imobilizata in granule de alginat (subgrupa 2)
= 100 ml solutie hidroxid de bariu 1%
- Se pregdtesc instalatiile de biosinteza:
* Flacoanele cu solutia glucidica si drojdie, prevazute cu dop gaurit, se plaseaza in baie de
apa la temperatura maxima de 40°C
= Se monteaza cate un tub de sticla care capteazd gazele eliminate in fermentatie si le
conduce in solutia de hidroxid de bariu suplimentata cu o picatura solutie de fenolftaleina
(Figura 6).
- Se noteaza observatiile.
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Gaz de

- Hidroxid de bariy ' fermentatie
- Solutie de
fenolftaleina

Solutie de zaharoza
Drojdie

Figura 6. Reprezentarea schematica a instalatiei de fermentare

Intrebari:

Ce observati? Cum puteti explica cele doua fenomene?

Reprezentati ecuatia chimica ce are loc.

La ce interval de timp se declanseaza producerea dioxidului de carbon prin cele doua metode?
Ce produsi de biosinteza rezulta in urma fermentatiei alcoolice?
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DETERMINAREA NUMARULUI PROBABIL DE GERMENI
COLIFORMI SI AACTIVITATII METABOLICE A
MICROORGANISMELOR DIN LAPTE

Activitati:

1. Prepararea mediului de culturd pentru determinarea germenilor coliformi

2. Inocularea mediilor de culturd pentru determinarea germenilor coliformi din lapte si a
activitatii metabolice a microorganismelor din lapte

3. Inregistrarea observatiilor la analiza germenilor coliformi (dupa incubare 48h, respectiv 7 zile
in cazul lucrarilor practice)

4. Inregistrarea observatiilor la proba reductazei

5. Testarea eficientei pasteurizarii

Principiul lucrarii

Gradul de contaminare a laptelui se apreciaza prin determinarea numarului de germeni care Se
poate efectua folosind metoda directa (a dilutiilor succesive) sau indirecta (prin masurarea activitatii
lor metabolice). Una dintre metodele de apreciere a activitatii metabolice este metoda reductazei,
utilizdnd unul din colorantii albastru de metilen sau resazurina. Principiul metodei consta in stabilirea
activitatii reductazei (enzima de origine microbiana), de a reduce unele solutii colorate pana la
leucoderivati. Astfel, albastrul de metilen adaugat in cantitate mica in proba de lapte este decolorat
dupa un anumit timp, ca urmare a actiunii reducatoare a microorganismelor.

Numarul de bacterii coliforme reprezintd un indicator microbiologic sanitar cu semnificatie
deosebita, util pentru aprecierea conditiilor de producere si manipulare ale produselor si eficienta
tratamentelor termice aplicate acestora. Metoda se bazeaza pe proprietatea bacteriilor coliforme de a
fermenta lactoza dintr-un mediu lactozat, producand degajarea de gaze si acidifierea mediului,
datorita formarii acidului lactic.

Laptele provenit de la animalele sanatoase si manipulat in conditii corespunzatoare de igiena,
contine un numar mic de microorganisme, de pana la 300-500/ml. Laptele provenit de la animale cu
diferite infectii mamare, sau exploatate in conditii neigienice, contine, de regula, chiar din momentul
mulgerii, un numar foarte mare de microorganisme, de sute de mii si chiar milioane/ml (Stinescu si
Apostu, 2010). Laptele contine anumiti compusi cu activitate bactericida si bacteriostaticd cum sunt
lactoperoxidaza (Silva si colab., 2020) si lactoferina (Superti, 2020), astfel numarul de
microorganisme din lapte poate fi mentinut la o valoare constanta sau chiar sa scada la cateva ore de
la mulgere. Acesti compusi raman activi o perioadd mai lunga de timp daca laptele este racit imediat
dupd mulgere si mentinut la temperaturi joase (sub 10°C), pana la tratarea lui termica. Tratatrea
termica a laptelui inactiveaza acesti compusi, ceea ce duce la pierderea capacitatii bactericide si
bacteriostatice. Astfel, laptele pasteurizat sau procesat la temperaturi ultra-inalte (UHT) constituie
mediu mai bun pentru multiplicarea germenilor decét laptele crud (Stanescu si Apostu, 2010).
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In conditii normale, laptele nu ar trebui sa continid germeni patogeni dar acestia se pot regisi in
lapte, provenind de la animalul producator de lapte, de la manipulatorul uman sau din mediu. Cei mai
frecventi patogeni sunt diverse specii de streptococi, stafilococi, E. coli, Salmonella, Shigella,
Campylobacter, Mycobacterium, Brucella, Lysteria monocytogenes etc (Boor si colab., 2017).

Germenii coliformi reprezinta o categorie de bacilli Gram negativi aerobi si facultativ anaerobi
apartinand familiei Enterobacteriaceae, nesporulati, care fermenteaza lactoza la 32-37°C cu
producere de acid lactic si dioxid de carbon si au capacitatea de a se dezvolta in prezenta sarurilor
biliare si a altor agenti cu actiune de suprafata. Cu toate ca nu sunt exclusiv de origine fecala, fiind
prezenti In cantitafi mari in materiile fecale ale omului si animalelor homeoterme este posibila
decelarea lor chiar si dupa o diluare considerabild. Din aceste considerente, prezenta lor in alimente
sau in mediul inconjurator poate fi considerata ca indicator al unei poluari recente cu fecale (Farkas,
2015). Din grupul germenilor coliformi totali fac parte bacterii din genurile Escherichia, Citrobacter,
Klebsiella si Enterobacter, care nu sunt patogeni propriu-zisi, dar in anumite conditii pot provoca
boli diareice sau infectii ale tractului urinar, fiind considerati patogeni oportunisti. Fiind asociati cu
enterobacteriile patogene propriu-zise, Salmonella si Shigella, germenii coliformi au o importanta
deosebita pentru aprecierea calitatii sanitare a alimentelor si sunt considerati indicatori importanti.
Astfel un numar mare de germeni coliformi intr-o proba indicd posibilitatea prezentei
microorganismelor patogene. Coliformii fecali sunt bacterii termotolerante ce fermenteaza lactoza la
44°C, cum sunt E. coli si Klebsiella pneumoniae (Figura 7). Normele in vigoare impun absenta
bacteriilor din genul Salmonella pentru toate produsele pe baza de lapte, la fel ca si in cazul produselor
din carne, ouda, moluste vii, fructe si legume tdiate si sucuri nepasteurizate. Produsele lactate
pasteurizate sunt considerate neconforme daca se detecteaza un continut de peste 10 enterobacterii
/ml la sfarsitul procesului de fabricatie (CE 2073/2005).

Enterobacteriaceae

gnige!” 7net,
Coliformi totali
'\o . - .
‘;,\0 Coliformi fecali
4@
E. coli
E. coli patogen

Figura 7. Grupuri si specii reprezentative de bacterii coliforme

Aprecierea calitatii microbiologice a laptelui se bazeaza de asemeneca pe analize de laborator
pentru detectia germenilor coliformi si a E. coli care, in conjunctie cu enterococii intestinali,
reprezinta indicatori de contaminare fecala. Toate aceste trei categorii de bacterii trebuie sa fie absente
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din laptele de consum la fel cum trebuie s lipseasca si din apa potabila (Farkas, 2015). Metoda
determinarii numarului cel mai probabil de bacterii coliforme este standardizata in analiza apei (ISO
9308-2:2012) si a alimentelor (ISO 4831:2006). Se inoculeaza céte 5 eprubete din cel putin trei dilutii
zecimale succesive ale produsului analizat in medii de cultura lichide, se numara tuburile cu reactie
pozitiva ce denota cresterea microbiand, corespunzatoare fiecarei dilutii, iar estimarea numarului cel
mai probabil de celule/ml se realizeaza conform tabelului statistic (Alexander, 1982) din Anexa 1.

1. Determinarea activititii metabolice a laptelui (activitate pe subgrupe)

Albastrul de metilen addugat intr-o cantitate mica la proba de lapte este decolorat datorita actiunii
reducdtoare a microorganismelor, iar viteza de decolorare da indicatii aproximative asupra numarului
de microorganisme existente in lapte. Testul reductazei cu albastru de metilen depinde astfel de
capacitatea bacteriilor din lapte de a se multiplica si de a consuma oxigenul dizolvat, care va duce
implicit la scdderea potentialului de oxido-reducere al mediului. Analiza poate fi considerata
terminatd cand intreaga proba s-a decolorat (Atherton si Newlander, 1997). In functie de timpul de
decolorare, laptele se imparte in 4 clase, conform Tabelului 1 (Apostu si Rotar, 2012; Carpa si colab.,
2014).

Tabel 1. Numarul aproximativ de germeni pe baza probei cu albastru de metilen (Carpa si colab., 2014)

Timpul de decolorare | Calitatea laptelui Clasa Numirul de germeni/ml lapte
> 512 ore Buni I < 500.000
512 -2 ore Satisficdtoare ] 500.000 - 4x10°
2 ore - 20 minute Proasta Il 4x10%-20x106
< 20 minute Foarte proastd % > 20x108

Metoda de lucru:

- Se repartizeaza cate 5 ml lapte Tn trei eprubete curate (lapte proaspat, lapte pasteurizat si lapte
UHT).

- Se adauga cate 1 ml solutie albastru de metilen.

- Se incubeaza la 37°C.

- Se examineaza la intervale de 30 de minute.

2. Determinarea numarului probabil de germeni coliformi din lapte (activitate pe
subgrupe)
Metoda de lucru:
- Se pregatesc:
= 100 ml mediu de culturd bulion lactozat (bulion MacConkey sau bulion lactoza TTC),
dupa indicatiile producatorului.
= Se verifica si se ajusteaza pH-ul mediului, conform indicatiilor producatorului.
= Se distribuie cate 9 ml mediu de culturd in eprubete.
= Se introduce in fiecare eprubeta cate un tubusor Durham, cu gura in jos.
= Se acopera eprubetele cu dopuri de vata.
= Se autoclaveaza conform indicatiilor producatorului.
- Se inoculeaza cate 1 ml lapte (proaspat, pasteurizat sau UHT) in mediul steril.
- Se incubeaza la 37°C.

32



Biotehnologii generale. Ghid de lucrari practice

- Se examineaza dupd 48h (o sdptamana in cazul lucrarilor practice).

- Numarul de bacterii coliforme/ml de lapte se calculeazd pe baza a trei serii de cate cinci
eprubete inoculate cu trei dilutii succesive ale probei. Dupa incubare, se numara eprubetele in
care a avut loc fermentatia in fiecare din cele trei serii. Daca s-au dezvoltat bacterii coliforme,
acestea au fermentat lactoza din mediul de cultura si se observa virarea culorii mediului de
cultura din violet in galben-verzui, datorita modificarii pH-ului ca urmare a formarii acidului
lactic in urma fermentatiei. De asemenea, se observa dioxidul de carbon produs in urma
fermentatiei si acumulat in tubusoarele Durham. Numarul cel mai probabil de bacterii
coliforme/ml se determina inmultind valoarea indicata in tabelul lui Alexander cu inversul
dilutiei medii. Spre exemplu, daci au fost inoculate trei serii cu dilutiile 1, 10 si 1072, iar
numarul tuburilor fermentate a fost de 3-1-0, valoarea corespunzitoare din tabelul lui
Alexander este 0,11. Inmultind aceastd cifrd cu 10%, numarul cel mai probabil de bacterii
coliforme/ml de proba este 1,1.

3. Determinarea eficientei pasteurizirii laptelui - testul fosfatazei (activitate pe subgrupe)

Fosfataza alcalina se géseste in lapte in stare libera, insa In cea mai mare parte este asociata cu
membrana globulelor de grasime. Acesta enzima este folositd ca enzima de diagnosticare a eficientei
pasteurizarii si pentru controlul gradului de agitare a laptelui, intrucét eliberarea enzimei din
membrana globulelor de grasime are loc prin agitarea laptelui (Tibulca si Jimborean, 2008). Enzimele
din lapte sunt termosensibile, iar laptele crud, folosit ca materie prima, se distinge de cel pasteurizat
prin faptul ca cel proaspat este bogat in fosfataza alcalina, iar cel supus tratamentului termic nu mai
prezintd aceastd enzima. Dupa tratarea laptelui la temperaturi mari n interval scurt de timp, fosfataza
alcalind are valoare negativa, insd laptele poate prezenta activitate enzimaticd dupa depozitare
(Albillos si colab., 2011). Determinarea eficientei pasteurizarii si detectarea contaminarii laptelui
pasteurizat cu lapte nepasteurizat se determina cu ajutorul kitului SENSObiz Alkaline Phosphatase
Test Kit produs de Technology Inc.

Principiul metodei

Acest Kit reprezinta 0 tehnicd usoara si rapida de detectare a fosfatazei alcaline din lapte.
Senzorul aratd un rezultat calitativ prin schimbarea culorii Tn zona de test a benzii. Fosfataza alcalina
este enzima care este prezenta in mod natural Tn laptele crud, iar rezistenta termica a acestei enzime
este mai mare decat a microorganismelor patogene nonsporogene. Tratamentul termic aplicat la nivel
industrial pentru inactivarea fosfatazei alcaline distruge totalitatea microorganismelor patogene
nonsporogene. Astfel, testul fosfatazei este utilizat ca un indicator al eficientei pasteurizarii.

Kitul SENSObiz Alkaline Phosphatase Test Kit poate fi utilizat in paralel cu metodele
conventionale de inoculare. Pentru testare se introduce o banda in 10 ml de proba din laptele
pasteurizat iar dupa 5-10 minute se analizeaza culoarea benzii de testare. Daca zona marcatd se
coloreaza in albastru inseamna ca nu exista fosfataza alcalina, deci pasteurizarea a fost eficienta. Daca
zona se coloreaza in galben-verzui atunci enzima este prezenta si trebuie reluata etapa de pasteurizare
(Figura 8) (https://www.busepo.com/SENSObiz%C2%AE-Biosensor-System-Test-Kit-Alkaline-
Phosphatase-Test SP8F3E_f242883451fd4c68af3035b4e5b083e3 lang=az).

Laptele nepasteurizat si produsele lactate precum iaurtul si branzeturile din lapte neprocesat
termic sunt alimente care pot sa puna in pericol sdnatatea consumatorului. Laptele si produsele lactate
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necesitd o procesare termicd minima prin pasteurizare, care este realizatd prin incilzirea de scurta

durata (72°C timp de 15 secunde), pentru a distruge microorganismele eventual patogene
(Salmonella, E. coli, Campylobacter) care se pot intalni in laptele crud. Intervalul de temperatura
necesar pentru distrugerea Mycobacterium tuberculosis, cel mai rezistent patogen din laptele
nepasteurizat, este putin mai mare decat In cazul enzimei fosfatazei alcaline (Fox si Kelly, 2006).

Laptele si produsele lactate care prezinta rezultate negative ale fosfatazei alcaline sunt considerate a

fi pasteurizate eficient si sunt sigure pentru consum (Payne si Wilbey, 2009).

(-) ALP

(+) ALP

Figura 8. Determinarea eficientei pasteurizarii prin detectarea fosfatazei alcaline

Intrebari:

Ce observati la examinarea probei reductazei? La ce intervale de timp observati modificari

pentru fiecare tip de lapte? Cum puteti explica?

Care dintre analizele efectuate este calitativa, care este semicantitativa si care este cantitativa?
Cum puteti estima numarul probabil de germeni coliformi intr-o proba de analizat?
Enumerati componentele mediului de cultura bulion lactozat si rolul lor.

Ce tip de mediu de cultura este bulionul MacConkey? Dar mediul MacConkey agarizat? Care

este scopul utilizarii lor si care este scopul raportat la avantajele utilizarii fiecaruia?
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Care sunt modificarile care semnaleaza fermentatia lactozei?
Care este semnificatia prezentei bacteriilor coliforme in lapte? Dar a E. coli?



SELECTIA DE MICROORGANISME REZISTENTE LA
SALINITATE

Activitati:

1. Prepararea si repartizarea in placi Petri a mediilor de cultura agarizate pentru realizarea
gradientului de concentratie

2. Inocularea mediilor de culturd pentru selectia microorganismelor rezistente la salinitate cu
dilutii zecimale de sol

3. Observatii privind stresselectia - cresterea microorganismelor rezistente la NaCl in gradient
de salinitate (dupa incubare 7 zile)

Principiul lucrarii
Tntr-un mediu agarizat cu gradient de salinitate, microorganismele halofile, rezistente, tolerante
sau sensibile la NaCl vor creste in functie de concentratia de sare disponibila.

Conditiile nefavorabile de mediu, precum stresul osmotic, variatiile de temperatura, expunerea
celulelor la toxine (etanol, antibiotice, metale grele, pesticide) si radiatii (UV), carentele nutritionale,
de apa sau oxigen conduc la stresul celular, care induc o serie de modificari moleculare in celule.
Salinitatea crescutd cauzeaza stres osmotic si toxicitate ionicd. Organismele halofile (extremofile) si
cele halotolerante pot creste la concentratii foarte variate de NaCl in functie de factori de mediu sau
nutritionali. Biotehnologia exploateaza in general organismele halotolerante. Astfel s-au dezvoltat
diverse aplicatii ale plantelor halotolerante in agricultura zonelor aride. In ce priveste
microorganismele halotolerante, acestea au fost exploatate in diverse industrii fermentative (Shahbaz
si colab., 2012).

Selectia organismelor (microorganisme sau plante) rezistente la diferiti factori de stres se
realizeaza prin cultivarea acestora pe medii CU concentratii subletale a compusului ce induce stresul
si selectarea organismelor rezistente. Ulterior, acestea sunt transferate pe medii cu concentratii
crescande si se selecteaza de fiecare datd organismele rezistente (Badea si Sandulescu, 2001; Butiuc-
Keul, 2014).

Metoda de lucru (activitate pe subgrupe):
- Se pregatesc:
= 2 x50 ml agar nutritiv
= 2 x50 ml agar nutritiv suplimentat cu 10% NaCl
= 50 ml ser fiziologic, distribuit cate 9 ml Tn eprubete
= Se verificad pH-ul mediilor de cultura si se autoclaveaza
- TIntr-o cutie Petri sterila se toarna mediul cu sare in plan inclinat si se asteapta 10 minute pentru
solidificare (Figura 9A).
- Se indreaptd placa Petri si se toarna mediul fara sare, astfel se va realiza un gradient de
concentratie in mediul de cultura (Figura 9B).
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Pe suprafata mediului solidificat se inoculeaza cate 1 ml dilutie de sol si se repartizeaza
uniform.

Placile si se incubeaza in camera termostatata in pozitie rasturnata.
- Culturile obtinute dupa incubare la 25°C timp de o saptamana se examineaza.

— N N
N > N I

agar nutritiv

agar nutritiv + NaCl agar nutritiv + NaCl

A B.

Figura 9. Turnarea mediului de cultura in gradient de concentratie

Intrebari:

Ce observati la examinarea placilor inoculate in gradient de salinitate?
- Cum puteti explica cresterea microbiana?



TESTAREA CALITATII AERULUI DIN INCINTE

Activitati:

1. Prepararea si turnarea in placi a mediului agar nutritiv pentru analiza aeromicrobiotei

2. Expunerea placilor in diferite incaperi

3. Analiza aeromicrobiotei (dupa incubare 24 h respectiv 7 zile in cazul lucrarilor practice)

Principiul lucrarii

Anliza aeromicrobiotei se realizeaza prin metoda sedimentarii, microorganismele din aer sunt
captate pe suprafata unui mediu agarizat, urmata de numararea unitatilor formatoare de colonii (UFC)
(1SO 14698-1:2003).

Testele de autocontrol sunt efectuate de laboratoare, unitati de productie sau sanitare, in vederea
cunoasterii circulatiei germenilor, eventual patogeni si a evaluarii eficientei procedurilor de curdtenie
si dezinfectie in vederea evitdrii contamindrii probelor, produselor ori aparitiei infectiilor asociate.
Acestea teste cuprind:

e Teste de aeromicrobiota - pentru controlul gradului de incarcare a aerului cu microbiota
atmosferica in zonele de risc;

e Teste de sterilitate - pentru controlul sterilitatii instrumentarului si materialelor sanitare;

e Teste de sanitatie - de verificare a eficientei curdteniei si dezinfectiei suprafetelor si altor
materiale utilizate in cadrul diferitelor unitati.

Concentratia bacteriilor si a fungilor din aer contribuie la evaluarea riscului pentru sanatate si sta
la baza standardelor pentru controlul calitatii aerului din exterior sau din spatii interioare (Hassan si

colab., 2021).

Metoda de lucru (activitate pe subgrupe):

- Se pregéteste o placa Petri sterila, continand 15 ml agar nutritiv.

- Se plaseaza placa descoperita intr-una din incdperile laboratorului. Capacul se aseaza cu
deschiderea in jos, alaturi de cutia Petri.

- Timpul de expunere este de 10 minute si se cronometreaza din momentul deschiderii placii
Petri.

- Placa se inchide la expirarea timpului de expunere si se incubeaza in camera termostatata,
timp de 48 de ore (7 zile in cazul lucrarilor practice) la 25 °C.

- Se examineaza dupa o saptdmana si se numara UFC.

- Numairul de germeni per m® de aer din incipere se calculeazi prin aplicarea formulei lui
Omelianski:

Nx10000

UFC/mc aer = TXK
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Unde:
N = numar de colonii de pe suprafata placii Petri;
S = suprafata placii Petri, in cm?;
K = coeficientul timpului de expunere, care este k = 1 pentru 5 minute, k = 2 pentru 10 minute
etc;
Interpretare: Numirul total de germeni/m?® aer nu trebuie si depiseasci 500-1500 UFC si depinde de
gradul de activitate din incapere, inceputul sau sfarsitul zilei de lucru.

intrebiri:

- Care este numarul de germeni din aer in incaperile observate?

- Care este compozitia aeromicrobiotei? Care sunt riscurile unei incarcdturi mari cu
microorganisme pentru probe, produse si pentru sanatatea persoanelor?
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ANALIZA MICROBIOLOGICA A CARNII

Activitati:

1. Prepararea mediului de culturd, agar nutritiv si repartizarea in eprubete

2. Inocularea mediilor de culturd cu inocul de produse din carne pentru evidentierea germenilor
mobili

3. Executarea de preparate microscopice native pentru mentinera viabilitatii microorganimelor

4. Examinarea la microscop a preparatelor microscopice si observarea motilitatii bacteriene

Principiul lucrarii

Prezenta in produsele din carne a germenilor mobili din genul Proteus sp., poate fi evidentiata
prin inocularea esantioanelor in condensul de la baza tuburilor cu agar inclinat. Mobilitatea acestor
bacterii le permite sa dezvolte colonii prin deplasarea pe suprafata mediului (TP 21:2018).

Motilitatea bacteriand este importantd pentru comportamentul chemotactic si pentru
supravietuire, avand rol in colonizarea suprafetelor vii (radacinile plantelor in cazul bacteriilor din
sol, tesuturile gazdei in cazul agentilor infectiosi) sau nevii (formarea biofilmelor). Anumite bacterii,
sunt capabile de motilitate, in conditii adecvate. Motilitatea constituie miscarea autopropulsata si
poate fi realizata prin unul dintre cele trei mecanisme:

A. locomotie cu ajutorul flagelului (la genurile Proteus, Aeromonas, Vibrio, Spirillum,
Klebsiella, Pseudomonas, Azospirillum, Salmonella, Chromatium)

B. miscare elicoidala cu ajutorul unor filamente interne (la genurile Borrelia, Treponema,
Leptospira, Cristispira, Spirochaeta)

C. miscare prin alunecare cu ajutorul unui mecanism inca necunoscut, bazat pe glisarea pe
secretii mucilaginoase (la genurile Achroonema, Alysiella, Oscillatoria)

Genul Proteus include bacterii Gram negative aerobe si facultativ anaerobe. P. vulgaris produce
alterarea produselor din carne, prin degradarea aminoacizilor, producerea de biomasa
bacteriand/biofilm si formarea de lipopolizaharide toxice. Raspandita in soluri si medii acvatice, P.
mirabilis este o specie patogena ce produce in special infectii urinare.

Metoda de lucru (activitate pe subgrupe):
- Se pregatesc:
= 100 ml agar nutritiv, distribuit Tnclinat in eprubete
= 50 ml ser fiziologic, distribuit cate 9 ml in eprubete
- Se cantaresc si se mojareaza in conditii sterile cate 1 g carne/preparate din carne si se adauga
treptat cate 9 ml ser fiziologic.
- Se preleveazd inocul §i se inoculeaza la baza agarului inclinat, in picatura de condens
(individual).
- Se incubeaza si se examineaza dupa o saptdmana.
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Se realizeaza cate un preparat nativ (viu) din colonie (fara incalzire la flacara) si se efectueaza

observatii asupra germenilor mobili (activitate individualz).

Intrebari:

Care este semnificatia testului de motilitate?

Care sunt metodele de deplasare a bacteriilor mobile?

Ce germeni mobili cunoasteti si care sunt nisele lor ecologice?

Exemplificati riscurile induse de mobilitatea microorganismelor.

Prin ce se distinge procedura realizarii unui frotiu viu? Care sunt aplicatiile ei?

Ce factori determina motilitatea falsd in cazul observatiilor microscopice? Ce reprezinta

migcarea browniana?
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PREPARAREA MEDIILOR DE CULTURA PENTRU EXPLANTE
VEGETALE SI INOCULAREA LOR

Activitati:

1. Prepararea mediului Murashige-Skoog, pentru explante vegetale

2. Repartizarea 1n flacoane adecvate explantelor vegetale si sterilizarea prin autoclavare

3. Inocularea mediilor de cultura cu explante vegetale si urmarirea dezvoltarii pe parcurs de 30
de zile

Principiul lucrarii

Micropropagarea in vitro se bazeaza pe totipotenta celulelor vegetale, capabile de a se dediferentia
si rediferentia pe medii de culturd adecvate, in conditii de asepsie totala. Explantul poate regenera
una sau mai multe plante clonale identice cu planta donor.

Principalele aplicatii ale culturilor in vitro de explante vegetale sunt multiplicarea rapida a unor
variate specii, soiuri, varietati de plante cu importantd economica sau fitogeografica, conservarea
germoplasmei valoroase, unele studii de fiziologie vegetalad si manipularea genetica a unor gene de
interes. Culturile in vitro reprezinta cresterea pe medii artificiale, in conditii de asepsie deplina si de
factori ambientali bine controlati a unor organe, parti de organe, fesuturi sau celule vegetale. Reusita
culturii depinde de o multitudine de factori si este vizibild in momentul in care sunt induse procesele
organogenetice corespunzatoare. Dupa intervale de timp variabile, culturile in vitro sunt evaluate,
optimizate, conservate in vitro si respectiv aclimatizate la conditiile de cultura ex vitro (Cachita-
Cosma, 1987; Badea si Sandulescu; Trigiano si Gray, 2005; Butiuc-Keul, 2014).

Explantul reprezinta portiunea fragmentata din planta donor (organ, tesut, celuld), constituind
unitatea vie ce contine intreaga informatie genetica a acesteia. Datorita totipotentei celulelor vegetale,
explantul este capabil de a regenera una sau mai multe plante identice cu planta donor. Totipotenta
este insusirea celulelor vegetale de a se divide, de a se reproduce si de a forma o planta identica cu
planta mama. Totipotenta este detinuta de fiecare celuld a plantelor, dar exprimarea sa este realizata
la nivelul meristemelor, celule competente morfogenetic, capabile de a raspunde la diferiti stimuli si
care, in conditii specifice, pot da nastere la tulpini, rddacini sau embrioni (Cachita-Cosma, 1987,
Butiuc-Keul, 2014).

Tn biotehnologiile vegetale, mediul de cultura reprezinta suportul nutritiv sterilizat care permite
dezvoltarea si studiul unui organism vegetal in afara nisei ecologice naturale.

Mediile de cultura sintetice pentru micropropagarea plantelor in vitro trebuie sa contina:
A. Componenta anorganica:

- Macroelemente: N, P, K, S, Mg, Ca.

- Microelemente: B, Mn, Zn, Cu, Ni, Mo, Al, I, Fe
B. Componenta organica:

- Vitamine: piridoxind, timind, acid nicotinic
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- Zaharoza
- Agar sau alti agenti de gelificare
- Reglatori de crestere (fitohormoni).

1. Prepararea si sterilizarea mediilor de cultura pentru explante vegetale (activitate pe
subgrupe)
Metoda de lucru:
- Se pregétesc 100 ml mediu Murashige - Skoog (Murashige si Skoog, 1962) dupa urméatoarea
reteta:
= 30 g zaharoza
= 100 ml/l solutie stoc macroelemente (Tabel 2)
= 1 ml/l solutie stoc microelemente (Tabel 3)
= 1 ml/l solutie stoc FeEEDTA
= 1 ml/l solutie stoc vitamine (Tabel 4)
= 1 ml/l solutie stoc BA (benziladenind)
= 1 ml/l solutie stoc ANA (acid a-naftil acetic)
= 15gagar
= 1000 ml apa distilata

Tabel 2. Compozitia solutiei stoc de macroelemente

Compus mg/l mM
CaCl; 332.02 2.99
KH2PO4 170.00 1.25
KNO; 1900.00 18.79
MgSO4 180.54 1.50
NHiNO3 1650.00 20.61
Tabel 3. Compozitia solutiei stoc de microelemente
Compus mg/l UM
CoCl,.6H,0 0.025 0.11
CuS0,4.5H.0 0.025 0.10
FeNaEDTA 36.70 100.00
H3BO3 6.20 100.27
Kl 0.83 5.00
MnS0O,4.H,0 16.90 100.00
Na;M004.2H,0 0.25 1.03
ZnS04.7H0 8.60 29.91
Tabel 4. Compozitia solutiei stoc de vitamine
Compus mg/I UM
Mioinositol 100.00 554.94
Acid nicotinic 0.50 4.06
Piridoxina HCI 0.50 2.43
Tiamina HCI 0.10 0.30

- Se dizolva agar-agarul prin incélzire si se repartizeaza mediul de cultura in flacoane speciale.
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- Se acopera cu dop permeabil (de vata) si se autoclaveaza 15 minute la 121°C.

2. Inocularea explantelor vegetale (activitate individuala)
Metoda de lucru:

- Se pregatesc sub hota cu flux laminar explantele vegetale de aceeasi dimensiune (2 cm
fragment caulinar din plante micropropagate) in conditii de asepsie, utilizdnd pense si bisturie sterile
(individual).

- Se inoculeaza prin infigere explantul in mediul de cultura.

- Se etangeaza flaconul cu ajutorul unei folii dezinfectate.

- Se transferd flacoanele in camera de culturi vegetale si se examineaza periodic.

Conditiile din camerele de vegetatie sunt controlate, tempertaura in jur de 23-25 °C, intensitatea
luminoasi in jur de 50-100 umol m~2 s, fotoperioada de 16 ore lumini/8 ore intuneric.

intrebari:

- Care sunt conditiille pe care trebuie sa le Indeplineascd un mediu de culturd pentru
multiplicarea clonald a explantelor vegetale?

- Prin ce se disting mediile de culturd destinate cresterii microorganismelor de cele pentru
explante vegetale?

- Care sunt avantajele si dezavantajele culturilor in vitro?

- Cum se vor putea aclimatiza clonele micropropagate in vitro la conditii ex vitro?
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Anexa 1.
Tabel cu numerele cele mai probabile (Alexander, 1982).
P1 P2 Numarul cel mai probabil / P3
0 1 2 3 4 5

0 0 - 0,018 0,036 0,054 0,072 0,090
0 1 0,018 0,036 0,055 0,073 0,091 0,11
0 2 0,037 0,055 0,074 0,092 0,11 0,13
0 3 0,056 0,074 0,093 0,11 0,13 0,15
0 4 0,075 0,094 0,11 0,13 0,15 0,17
0 5 0,094 0,11 0,13 0,15 0,17 0,19
1 0 0,020 0,040 0,060 0,080 0,10 0,12
1 1 0,040 0,061 0,081 0,10 0,12 0,14
1 2 0,061 0,082 0,10 0,12 0,15 0,17
1 3 0,083 0,10 0,13 0,15 0,17 0,19
1 4 0,11 0,13 0,15 0,17 0,19 0,22
1 5 0,13 0,15 0,17 0,19 0,22 0,24
2 0 0,045 0,068 0,091 0,12 0,14 0,16
2 1 0,068 0,092 0,12 0,14 0,17 0,19
2 2 0,093 0,12 0,14 0,17 0,19 0,22
2 3 0,12 0,14 0,17 0,20 0,22 0,25
2 4 0,15 0,17 0,20 0,23 0,25 0,28
2 5 0,17 0,20 0,23 0,26 0,29 0,32
3 0 0,078 0,11 0,13 0,16 0,20 0,23
3 1 0,11 0,14 0,17 0,20 0,23 0,27
3 2 0,14 0,17 0,21 0,24 0,27 0,31
3 3 0,17 0,21 0,24 0,28 0,31 0,35
3 4 0,21 0,24 0,28 0,32 0,36 0,40
3 5 0,25 0,29 0,32 0,37 0,41 0,45
4 0 0,13 0,17 0,21 0,25 0,30 0,36
4 1 0,17 0,22 0,26 0,31 0,36 0,42
4 2 0,22 0,26 0,32 0,38 0,44 0,50
4 3 0,27 0,33 0,39 0,45 0,52 0,59
4 4 0,34 0,40 0,47 0,54 0,62 0,69
4 5 0,41 0,48 0,56 0,64 0,72 0,81
5 0 0,23 0,31 0,43 0,58 0,76 0,95
5 1 0,33 0,46 0,64 0,80 1,10 1,30
5 2 0,49 0,70 0,95 1,20 1,50 1,80
5 3 0,79 1,10 1,40 1,80 2,10 2,50
5 4 1,30 1,70 2,20 2,80 3,50 4,30
5 5 2,40 3,50 5,40 9,20 16,0 >18
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