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Abstract. A brief survey of the methods of preservation of microorganisms used in national and international live culture
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Biotehnologia bazatd pe capacitdtile functionale ale microorganismelor este extrem de
importantd pentru economia globald. Microorganismele (bacterii, inclusiv actinomicete, drojdii,
micromicetele, microalgele si cianobacteriile) sunt furnizori excelenti de substante biologic active
utilizate cu succes in diverse sectoare de productiec majord, inclusiv agricultura, medicina si
farmaceutica, bioremediere, industria alimentara, producere de biocombustibili etc. [38].

Colectiile de culturi se afla in centrul eforturilor de conservare a diversitatii biologice. Scopul
principal al acestora este de a depozita si a pastra materialul viabil (tulpini de microorganisme)
identificat cu precizie, lipsit de microbi, pentru cercetare, oferind culturi si material genetic pur
necesar pentru diverse aplicatii biotehnologice, in calitate de material de predare, cercetare si alte
scopuri, deoarece sarcina lor principala este de a colecta, conserva si a produce tulpini microbiene
accesibile publicului. Unele colectii de cultura ofera si servicii microbiologice institutiilor academice
si de industrie, si efectueaza studii legate de sistematicd, contribuind astfel la imbogatirea
cunostintelor si conducand la descoperirea de noi taxoni. Astfel Colectiile de culturi joacd un rol
semnificativ, nu numai in dezvoltarea industriilor bazate pe biotehnologie si in educatie, ci si mai
important, in conservarea tulpinilor de microorganisme care fac parte din patrimoniul unei tari [21,
38].

In prezent, se folosesc diverse metode pentru conservarea microorganismelor, dar toate
metodele moderne de conservare si depozitare pe termen lung a culturilor de microorganisme se
bazeaza pe transferul celulelor intr-o stare anabioticd cu o stare partiald (depozitare pe medii cu un
continut minim de nutrienti, In vase sterile, sub un strat de ulei mineral, in apa distilatd, la temperaturi
scazute etc.) sau completd (uscare, liofilizare, crioconservare etc.) de incetare a metabolismului.
Fiecare dintre metode are propriile avantaje si dezavantaje si poate avea un efect diferit nu numai
asupra viabilitatii, ci si asupra pastrarii proprietatilor caracteristice si a trasdturilor fiziologice,
biochimice si genetice ale culturii. Alegerea celei mai eficiente metode de conservare a unui anumit
organism ar trebui sd se bazeze pe pastrarea viabilitatii culturii, a trdsdturilor morfologice, a
caracteristicilor fiziologice, a activitatilor biochimice si a stabilitatii genetice, tinand cont de timpul
maxim posibil de depozitare a culturilor, precum si a celor mai eficiente metode de conservare a unui
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anumit organism, de simplitate si fiabilitatea implementarii acestor metode de conservare si
intretinere a cerintelor pentru o lungd duratd de timp. Trebuie subliniat faptul cd pastrarea viabilitatii
culturii in timpul conservarii prin unele metode poate sd nu fie corelatd cu pastrarea activitatii. Prin
urmare, in unele cazuri, pentru pastrarea proprietatilor unice ale organismului, este necesar sa se
efectueze lucrari de cercetare cu o tulpind individuald pentru a optimiza conditiile de conservare a
acesteia [3, 16, 35]. Cele mai comune metode de pastrare a microorganismelor in colectii sunt:

1. Mentinerea culturile prin transferul periodic pe medii lichide si/sau agarizate-fiind
metoda traditionald de depozitare a microorganismelor realizata prin cultivarea periodica pe medii
nutritive proaspete. Intervalul dintre reinsamantari depinde de tipul de microorganismului, de mediul
folosit si de conditiile externe. Unele microorganisme trebuie sa fie reinsdmantate constant, altele
dupa cateva saptamani sau luni. La utilizarea acestei metode trebuie luate In consideratie urmatoarele
conditii: 1) un mediu nutritive adecvat, 2) conditiile de cultivare (temperatura de depozitare, regimul
de lumina), 3) periodocitatea necesara de cultivare si reinsimintare. In general mentinerea diferitor
tulpini de microorgansime in colectii intr-o stare viabild necesitd cheltuieli semnificative de resurse
material, timp si necesitd personal inalt calificat. De exemplu orice colectie algologica, inclusiv
colectii recunoscute precum SAG, UTEX, CCAP se confrunta cu fenomene de moarte imprevizibila
a culturilor, contaminarea tulpinilor cu ciuperci, bacterii, protozoare si alte alge, cu probleme de erori
de eticheta la reinsamantarea tulpinilor. Necesitatea mentinerii stabilitatii genetice a speciilor, precum
si costurile ridicate si laboriositatea reinsamantarii successive a algelor, a condus la dezvoltarea unor
metode de conservare pe termen lung, care au eficiente diferite.

Colectiile de cultura cresc atat in mediu lichid, cat si pe agar-agar [ 12, 13, 14]. Spre exemplu
cultivarea continud a microalgelor si a cianobacteriilor se realizeaza prin metoda microbiologica
aseptica si consta in transferul inoculului (1-10% din cultura originala) din faza logaritmica tarzie sau
stationara a cresterii culturii intr-un mediu nutritiv proaspat, presterilizat. Prin aceasta metoda, se fac
subculturi periodice pe un mediu nutritiv proaspat la intervale diferite, de obicei de la 2 saptamani
pana la 6 luni, in functie de rata de crestere a organismului si de conditiile de crestere. Temperaturile
optime de crestere variaza si pentru majoritatea cianobacteriilor si microalgelor si se afla in intervalul
10-25 °C. Lumina artificiala este furnizatd de lampi fluorescente albe, reci sau calde, fiind metoda
standard de iluminare pentru culturile de cianobacterii si microalge fotoautotrofe si mixotrofe.
Lumina folositd ar trebui sa ofere cel mai adesea un ciclu de lumina/intuneric in intervalul 16h:8h si
12h:12h. Alternativ, lumina naturala poate fi folosita prin plasarea culturilor pe o fereastra orientata
spre nord. Intensitatea luminoasa folosita la alge este de obicei de 50 uE m™2c™ Cianobacteriile
necesita o iluminare mai scizutd, iluminarea optima fiind in regiunea de 25 uE m2-c” [14].

Una din metodele moderne de pastrare a microorganismelor este liofilizarea care este o metoda
de pastrare a celulelor in stare uscatd pentru perioada indelungatd de timp fara acces la oxigen,
umiditate si lumina, la temperaturi scdzute, de obicei la 4°C [24]. Liofilizarea nu asigura conservarea
100% a viabilitatii celulelor microorganismelor, si nu asigura intotdeauna cea mai Tnaltd calitate a
unui produs uscat. S-a stabilit ca procesul de liofilizare duce la selectia celor mai rezistente celule din
cultura, care pot sa nu aiba proprietatile dorite. Procesul de liofilizare poate fi afectat de factori
negativi care actioneaza asupra structurilor celulare si anume:

1) Cristalele de gheata deterioreazd mecanic membrana si structurile intracelulare. Ele
reprezinta un pericol deosebit in timpul inghetului lent, cdnd se formeaza cristale mai mari.

2) O parte din electronii dizolvati in fluidul celular nu sunt eliberati din celula, care, pot denatura
proteinele in timpul reactivarii celulelor.
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3) Intr-un vid profund, moleculele de vapori de api cu energie cinetici mare pot deteriora
mecanic zone importante ale structurilor celulare. Efectul negativ al moleculelor de apa care trec prin
stratul de biomasa sub vid a fost dovedit stiintific.

4) Un numar mare de date experimentale aratd ca procesul de liofilizare provoaca mutatii in
multe tipuri de microorganisme [2, 3, 22, 29, 35, 44].

Cu toate acestea, unii cercetatori cred ca liofilizarea asigurd o stabilitate mai mare decat
reinsdmintarea periodica pentru o gama larga de microorganisme, iar celulele care supravietuiesc
procesului de liofilizare pot rdmane viabile multi ani. S-a stabilit experimental cd metoda de liofilizare
este utilizatd cu succes pentru a conserva microorganismele care se reproduc prin akinete (spori)
precum cianobacteriile, micromicetele, actinomicete, bacterii [9, 12, 26, 31].

Un moment important in procesul de liofilizarea reprezintd utilizarea substantelor care
protejeaza celulele de efectele negative ale temperaturilor scazute-crioprotectori. Crioprotectorii sunt
substante chimice care apartin unor clase diferite de compusi, dar au o capacitate comuna de a reduce
criodeteriorarea structurilor biologice. Liofilizarea bacteriilor este de obicei efectuatd cu utilizarea
mediilor de protectie care contin zaharuri si compusi proteici deoarece celulele sunt suspendate in
apa sau solutie salind nu supravietuiesc liofilizarii. Se stie ca zaharurile patrund in celule si cresc
presiunea osmoticd prevenind formarea a cristalelor de gheatd si distrugerea celulelor in timpul
inghetului. Compusii proteici din mediile de protectie nu patrund in celule ci favorizeaza apropierea
peretelui celular cu citoplasma moment important pentru conservarea celulelor in timpul decongelarii.
Pentru a reduce formarea cristalelor de gheata, fiolele trebuie sa fie inghetate rapid. Culturile
liofilizate trebuie pastrate la intuneric la 1-4°C, deoarece s-a observat moartea rapida a celulelor la
temperatura camerei si mai ales la 30°C [45, 46, 47].

In calitate de crioprotectori se utilizeaza laptele degresat, glucoza, zaharoza, glicerol, DMSO
(dimetil sulfoxid) etc. Spre ex. in cazul algelor in cele mai multe cazuri, in calitate de crioprotectori
se utilizeaza DMSO (dimetil sulfoxid) sau glicerol in concentratii de 5 sau 10% Pentru o serie de
tulpini de Chlorella si Euglena, se poate folosi metanol [13, 19, 45]. Crioprotectorii care cresc
viabilitatea celulelor la temperaturi criogenice, la temperaturi fiziologice dupa recultivare, se pot
dovedi a fi toxici pentru celule, iar amploarea impactului lor negativ va depinde de temperatura si
durata de expunere a celulelor cu un crioprotector, prin urmare, se crede ca crioprotectorul trebuie
indepartat din mediu si din celule imediat dupd dezghetare, prin spalari succesive si centrifugare [18,
34].

Suspendarea celulelor cu mediu de protectie inainte de liofilizare creste numarul de culturi
supravietuitoare. Intr-un studiu realizat au fost liofilizate 106 tulpini de alge din filumul Chlorophyta
si Chrysophyta, 39 dintre ele au fost reactivate cu succes. Liofilizarea a fost efectuatd cu agenti de
protectie (lapte degresat, zaharoza, ser de miel sau cal), rezultate pozitive s-au obtinut folosind lapte
degresat 20% si zaharoza 12% [9, 31, 40].

In Colectia Germana de Microorganisme si Culturi celulare (DSMZ), laptele degresat este
folosit ca mediu de protectie pentru liofilizarea bacteriilor. Conform datelor din literatura, viabilitatea
bacteriilor pastrate prin metoda variaza de la 5 la 35 de ani [1]. Medii de protectie utilizate in DSMZ
pentru liofilizarea drojdiilor contine ser de cal suplimentat cu 7,5% glucoza sau amestecul de 10%
lapte degresat, 10% trehaloza si 10% sodiu glutamat. Drojdiile supravietuiesc slab liofilizarii; ccal-
30% din celule rdmin viabile, Insd cantitatea de celulelor ramasa este suficientd pentru intretinerea
culturd. Drojdiile sunt mai tolerante la depozitarea in azot lichid decat la liofilizare. Insd metoda de
depozitare a drojdiei In azot lichid are dezavantaje, cum ar fi riscul accidental de dezghetare
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imposibilitatea de a expedia cultura; prin urmare, liofilizarea este considerata o metodda mai de
incredere. In DSMZ, drojdii liofilizate isi pot pastra viabilitatea timp de 30 de ani fard modificari
considerabile ale proprietitilor lor [5, 6]. In curs de 50 de ani de depozitare, numarul de celule viabile
de drojdie a scdzut treptat dar a ramas suficient pentru intretinere culturii pentru deceniile
urmatoare.Bacteriile producatoare de polizaharide sunt cunoscute ca sa fie slab liofilizate. lata din ce
cauza se poate explica ca viabilitatea la Azotobacter care formeaza o capsula polizaharidica, a fost de
la 10* - 10° si a scazut la 103-10° celule per fiold dupa 50 de ani de pastrare. In timpul depozitarii pe
termen lung, in mediu de protectie care contine amestecul de 1% gelatina si 10% zaharoza a asigurat
o mai bund viabilitate a culturilor fatd de mediile care contin lapte degresat si lapte degresat cu
glucoza, posibil pentru ca este ridicat continutul de zahar si proteine. [1, 36]. Efectul pozitiv al
mediului de protectie asupra viabilitatii celulelor in timpul liofilizarii, cat si in timpul depozitarii a
culturilor liofilizate s-a observat si in cazul bacteriilor acidolactice. In experimentele cu L. pentaaceti,
cele mai bune rezultate au fost obtinute, totusi, cu mediu care contine lapte si glucoza si in principal
datorita particularitatilor fiziologice ale bacteriilor acidolactice [23, 24]. Cu toate acestea, in toate
cazurile, titrul celulelor viabile dupa 50 de ani stocarea a ramas la un nivel ridicat. Astfel, aceste
cercetaru dovedesc ca este posibild conservarea bacteriilor si drojdiilor liofilizate pentrut 50 de ani;
fiind cea mai lunga perioada de pastrare decit cele raportate pina recent( pastrarea bacteriilor -de la 5
la 35 de ani si a drojdiilor-30 de ani) [1, 2, 11]. Trebuie remarcat faptul ca procesul de liofilizare
timp ce nu asigurd viabilitatea 100% a celulelor de microorganisme conservate si nu ofera intotdeauna
cea mai inalta calitate a produsului uscat [1, 6, 16, 36].

Crioconservarea este consideratd cea mai eficienta metoda de conservare pe termen lung a
organismelor prin pastrarea microorgansimelor la temperaturd joasa. Metoda consta in transferul
obiectelor biologice intr-o stare de anabioza rece cu revenirea lor ulterioara la activitatea metabolica
in conditii fiziologic optime de cultivare. In ceea ce priveste temperatura de inghet, toate metodele
cunoscute in prezent de crioconservare pot fi impartite n doud tipuri principale: a) metode care
implica pastrarea celulelor la o temperaturd peste temperatura azotului lichid, b) metode de
crioconservare care implicd depozitarea celulelor la o temperatura a azotului lichid. Crioconservarea
este utilizata pentru a mentine probele de cultura viabile si stabile genetic [15, 34, 35]. Tehnicile de
crioconservare dezvoltate pentru celulele de mamifere si bacterii au fost aplicate cu succes la plante
si protozoare, dar au dat rezultate slabe atunci cand sunt aplicate la microalge ceea ce poate fi explicat
prin faptul ca microalgele sunt caracterizate printr-0 mare diversitate de specii din diferite habitate.
Péana in prezent, nu existd o metoda universald de crioconservare a algelor care sd asigure un nivel
ridicat al viabilitatii acestora dupa dezghetare [15, 32, 44].

a) Depozitare la temperaturi scazute. O scddere a temperaturii duce la o incetinire a tuturor
reactiilor biochimice care apar in organism, la un nivel mai jos, cu cat temperatura de depozitare este
mai joasd. Cel mai favorabil interval de temperaturd pentru depozitarea culturilor microbiene in
frigider este de la —60°C pana la —130°C, adica temperaturi semnificativ mai scazute decat punctul
eutectic al suspensiilor celulare (pentru majoritatea suspensiilor de microorganisme, punctul eutectic
este in intervalul de la — 5°C pana la —15°C, dar pentru unele solutii acestea sunt sub —30°C) [35, 20].
Pentru conservarea cu succes a diferitelor tipuri de microorganisme prin depozitare la temperatura
scazutd si metode de crioconservare, se utilizeaza uscarea preliminard a celulelor pe purtdtori
deshidratati, ceea ce contribuie la inghetarea lor nedureroasa intr-o stare de anabioza rece. Se stie ca
cu cat microorganismul este mai deshidratat, cu atat tolereaza mai bine inghetarea si ciclurile repetate
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de inghet-dezghet. In plus, celulele de microorganisme imobilizate de obicei isi pastreaza viabilitatea
si activitatea biochimica atunci cand sunt expuse la factori extremi asociati cu conservarea, mult mai
bine decat celulele microbiene libere [4].

b) Crioconservare intr-un mod ultrarapid. Acest mod de conservare se realizeaza prin imersarea

directa a fiolelor cu microorganisme si solutie crioprotectoare in azot lichid la o viteza de racire de
~400 grade/min [12, 13, 14]. Pentru crioconservare se poate folosi o suspensie de celule sau spori de
microorganisme, sau discuri de agar 5% cu cultura, atit in solutie crioprotectoare cit si fara aceasta.
Substantele cu greutate moleculard mica (glicerol, dimetil sulfoxid, zaharoza etc.) si compusi
macromoleculari (dextran, amidon, polietilen glicol, polivinilpirolidona, agar-agar etc.) precum si
unele componente de origine animalad (ser de sange, gelatina, lapte degresat etc.) sunt utilizate ca
medii de protectie. Contactul preliminar al celulelor cu un crioprotector provoaca deshidratarea
acestora, inhibarea activitatii unui numar de enzime si pregateste obiectele biologice pentru
temperaturi scazute, prevenind deteriorarea asociatd temperaturii si socului osmotic [10, 41, 42].
Rezultatele cercetatorilor brazilieni au aratat ca alga diatomee T. weissflogii este bine conservata la
temperaturd ultra-joasad (—196°C) timp de 10 si 30 de zile cu 10% Me2SO si 5% MeOH folosind racire
controlata (—80°C). Celulele de N. oculata au fost crioconservate cu succes prin congelare directa si
racire utilizind crioprotectori 5% Me2SO, 10% Me2S0, 5% MeOH. Rezultatele obtinute indica
dificultatea utilizarii unui singur regim de congelare pentru diferite tipuri de microalge, deoarece sunt
necesare studii suplimentare pentru a intelege mai bine daunele celulare in timpul Inghetului si
decongelarii pentru fiecare specie specific [18, 19, 20,38].

Cele mai utilizate doud metode de crioconservare sunt:congelarea rapida (,,vitrificarea™), care

este o racire intr-o singura etapa a cianobacteriilor si microalgelor in prezenta unei concentratii mari
de DMSO. Criobaloanele cu culturi sunt imersate direct in azot lichid la -196 °C. Aceasta tehnica este
usor de implementat si previne formarea cristalelor de gheata [17].

A doua tehnica necesita o_inghetare in doua etape a culturilor celulare. Primul pas este racirea
lentd a celulelor pentru a reduce daunele cauzate de formarea ghetii. Apoi, dupd congelare, criofiolele
cu culturi sunt transferate in azot lichid. In mai multe studii, folosind un protocol in doui etape,

congelarea initiala a culturilor a fost realizata prin incubare la temperaturi de 4 °C, -30 °C, -40 °C si -
80 °C. O metoda in doua etape cu DMSO (10% v/v.) ca crioprotector este utilizatd pentru a stoca
majoritatea tulpinilor in colectia de culturi CCAP. Cu toate acestea, conform lui John G. Day rata
optima de racire a suspensiei de celule de microalge este de 1-2 °C pe minut. Cresterea vitezei pana
la 5-10 °C/min reduce semnificativ procentul de celule de microalge viabile. In timpul etapei de
recultivare crioflaconele sunt plasate intr-o baie de apa la 40 °C pentru dezghetare, pana cand gheata
dispare complet. Cultura este apoi utilizata ca inocul si transferata aseptic intr-un mediu de crestere
proaspat (9-50 ml) fara crioprotectori si incubata [12, 14, 15]. Dezghetarea rapida la 37-40 °C intr-0
baie de apa este considerata cea mai eficientd pentru Arthrospira sp. O tehnica de crioconservare de
succes trebuie sd asigure viabilitatea celulelor dupa decongelare si sd nu existd o reducere
crioconservate, starea sa fiziologica nu poate fi echivalenta cu cea de dinainte de inghetare. Prin
urmare, existd o anumitd perioadd de recuperare, o faza de intarziere mai lunga in culturile de
cianobacterie si microalge dupa decongelare fatd de o cultura care nu a fost supusa crioconservarii.
Nu a fost raportate rezultate despre deteriorarea genomului in tulpinile de alge crioconservate, care
ar putea fi evidentiata prin pierderea caracteristicilor functionale [13, 25, 28, 30].
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Microorganismele care nu tolereaza liofilizarea si deshidratarea pot fi stocate cu succes prin
aceastd metoda cu un titru celular viabil ridicat si stabil. Procariotele sunt mai rezistente la inghetarea
ultrarapidad decat eucariotele. [38] Avantajele crioconservarii fatd de liofilizare si uscare sunt timpul
nelimitat de pastrare a culturilor, pastrarea activitatii biochimice si stabilitatea genetica, insd aceasta
metoda nu poate fi generalizata la toate speciile de microalgae [7].

O alta metoda utilizata in practica colectiilor de culturi este imobilizarea celulelor_care este
utilizatd de mult timp si este consideratd promitatoare. Imobilizare celulard sau prinderea In matricea
de gelifiere este o altd alternativd de conservare pe termen lung a viabilitatii si functionalitatii
microbiene. Formarea de micro-picaturi sau margele cu diferiti agenti de gelifiere precum alginatul
si guma arabica este o metoda bine cunoscutd. Celulele microorganismelor imobilizate tolereaza de
obicei mai bine stresurile asociate cu conservarea in laborator. Imobilizarea moale poate crea un
micromediu specific pentru celulele individuale in acest caz, matricea de imobilizare functioneaza ca
o capsuld sau glicocalix - o structurd cu un stil de viata real si conservarea microorganismelor in
conditii natural [8]. Mai multi factori precum dimensiunea, textura, porozitatea, raportul suprafata-
volum si natura chimica a agentilor de gelificare influenteaza viabilitatea si functionalitatea celulelor
in timpul conservarii. Aceastd metoda primeste o atentie deosebitd in industria probiotica datorita
supravietuirii si functionalitatii ridicate a celulelor imobilizate in comparatie cu alte metode de
conservare si eliberare realizatd in intestin dupa administrare. Mai multe organisme cu importanta
probiotica precum Bifidobacterium si Enterococcus au fost conservate folosind aceasta metoda,
oferind un bun raspuns. Exista date in literatura de specialitate cu privire la evaluarea comparativa a
metodelor de pastrare pe termen lung a algelor marine si cianoprocariotelor imobilizate in sticla,
spuma, poliuretan, sfere de sticla, agar, alginat, pe slant de agar. Algele marine fixate Tn agar si alginat
au prezentat viabilitate ridicatd si au germinat imediat cand au fost Insdmantate pe medii nutritive |
8, 27]. Incapsulare urmati de uscare este o optiune bun, spre deosebire de liofilizare ce nu a dat un
raspuns bun datorat dezechilibrului osmotic si stresului oxidativ, in plus, addugarea de crioprotectori
si antioxidanti in matricea de gelificare oferd viabilitate si functionalitate pe termen lung a celulelor
prinse [33].

Astfel putem spune cd numeroasele cercetdri au aratat cd nu exista o singurd metoda sau protocol
de conservare si crioprotector care sa functioneze optim pentru fiecare tip de proba. Diferite probe si
celule se comporta diferit cu diversi crioprotectanti si conditii de conservare. Prin urmare conceptul
de conservare a microorganismelor este actual, relevant si atrage interesul oamenilor de stiintd de a
dezvolta noi strategii opime de conservare a biodiversitdtii microbiene pentru o perioadd lunga de
timp, fara modificarea organizarii, viabilitatii si functionalitatii microorgansimelor.
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