Microbiologia este o stiintd fundamentald care studiaza
morfologia, fiziologia si sistematica microorganismelor, originea si
evolutia lor, fenomenele de ereditate si variabilitate microbiana.
Etimologia cuvantului provine din limba greaca: micros = mic; bios =
viatd; logos = stiintd. Biotehnologia reprezinta un domeniu
multidisciplinar al stiintei, tehnicii, tehnologiei si al productiei
industriale ce se bazeazd pe potentialul microorganismelor rezultate
prin tehnici de inginerie genetica si a enzimelor microbiene, Tn scopul
obtinerii de bunuri industriale, energetice, agricole, farmaceutice,
alimentare i protectia mediului. Microbiologia produselor
alimentare are drept obiect de studiu cunoasterea naturii si activitatii
metabolice a microorganismelor care pot contamina intregul lant
alimentar, de la materiile prime la produsele finite, Tn scopul prevenirii
alterarii lor si pierderea valorii alimentare sau a imbolnavirii prin
consum de alimente, contaminate cu microorganisme patogene-
toxicogene. Microbiologia industriala (tchnicad) reprezinta stiinta de
investigare si control al fermentatiilor, respectiv de folosire a
microorganismelor in calitate de reactivi, in scopul obtinerii industriale
a unor produse cu valoare economica. Prin dezvoltarea microbiologieli
industriale, cu ajutorul microorganismelor se obtin avantajos
aproximativ 200 de produse, printre care: alcoolul etilic si butanolul,
acetona, acidul citric, acidul lactic, aminoacizi, enzime, proteine,
vitamine, insecticide biologice, produse de biosinteza ce se obtin pe
plan mondial in cantitdti mari (milioane tone per an) sau vaccinuri,
vitamine §i enzime purificate, hormoni de crestere, interferonul,
antibiotice, 1n cantitati mici.



Microorganismele sunt sisteme cu organizare complexa,
monocelulare sau pluricelulare, cu metabolism propriu si continuitate
geneticd, cu o infinitd diversitate a caracterelor morfologice si
fiziologice. In sensul acestei definitii din grupul microorganismelor fac
parte: fungii (Levuri — levuri si mucegaiuri — fungi filamentosi),
bacterii, alge microscopice, protozoare etc. Tn contrast cu dimensiunile
atdit de mici ale microorganismelor, rolul lor in naturd este imens.
Implicate direct in uriasele transformari ale materiei organice nevii,
prin  procese de  putrefactie-putrezire, fermentatii  etc.,
microorganismele asigurd in naturd un circuit al principalelor elemente
universale ce intrd in structura organismelor vii si au rol vital in
menginerea ecosistemelor, deoarece fara activitatea lor ,,pamantul s-ar
transforma intr-un urias cimitir”.

In procesele microbiologice industriale microorganismele sunt
utilizate pentru urmatoarele scopuri:

- multiplicarea celulelor in scopul obtinerii de culturi starter sau
biomasa;

- supersinteza  intra/extracelulara a  metabolitilor  primari,
metabolitilor secundari, poliglucide capsulare si a enzimelor
microbiene cu importanta practica deosebita;

-procese de bioconversie (biotransformarea substraturilor
specifice) cu aplicatii industriale diverse si depoluarea mediului
ambiant.

Utilizarea microorganismelor Tn bioprocesele industriale este
avantajoasa datorita proprietatilor lor biologice particulare si anume:

-viteza deosebit de mare a reactiilor metabolice specifice
microorganismelor face ca procesele de biosinteza sa aiba loc extrem
de rapid comparativ cu procesele similare la plante sau animale;

-se dezvoltd rapid pe diverse medii producind degradari,
modificari si substituiri ale componentelor diferitelor substraturi pe
care se dezvolta si realizeaza cu usurinta transformari a caror realizare
prin procedee chimice ar necesita un numar mare de operatii laborioase
si o tehnicitate ridicata;



- datoritd capacitdtii de adaptare la medii cu compozitii chimice
foarte diferite, microorganismele pot utiliza o gama extinsd de materii
prime, uneori lipsite de valoare economica, ceea ce permite utilizarea
unor substraturi ieftine pentru obtinerea pe cale biologica a unei game
largi de produse utile;

- posibilitatea cresterii randamentului de biosinteza prin metode
culturale sau manipulari genetice.

Enzimele numite si fermenti, sunt substante naturale produse
doar de catre celulele vii. Ele intervin in numeroase reactii biochimice,
indeplinind rolul de biocatalizatori. Activitatea enzimatica este una
dintre insusirile esentiale ale materiei vii. Enzimele proprii tesuturilor
vegetale si animale sunt esenfiale in transformarile pe care materiile
prime folosite n industria alimentara le parcurg pana la produsul finit
(ex: maturarea fructelor si legumelor, germinarea semintelor folosite ca
materii prime 1n industria panificatiei sau a berii, maturarea
branzeturilor si a preparatelor din carne, maturarea vinurilor si a
bauturilor distilate aromate).

Enzimele pot avea si un rol deteriorativ cu implicatii in
modificarea caracterclor senzoriale sa implicit cu pierderea valorii
nutritive si tehnologice a materiilor prime agroalimentare.

Materiile prime agroalimentare sunt produse biologice si
implicit conservarea lor pana la procesare sau pana la consum implica
controlul si monitorizarea riguroasa a activitatii enzimelor proprii
tesuturilor vegetale si animale, sau a activitatii enzimelor elaborate de
microflora specificd. In ultima perioadd, rolul biotehnologiilor a fost
foarte bine conturat de tendinte moderne aplicate sub forma de
preparate enzimatice mixte ca adaosuri exogene Tn industria
branzeturilor, preparatelor din carne, etc.



PREPARAREA S| STERILIZAREA MEDIILOR DE CULTURA

Un mediu de cultura reprezinta un substrat nutritiv complex,
steril, care trebuie sa asigure microorganismelor cantitatea necesara de
apa, sursa de carbon, de azot, saruri minerale, factori de crestere, deci
care sa le furnizeze substantele si energia necesare in procesele de
crestere, reproducere si intretinerea functiilor vitale.

Mediul de cultura trebuie sa indeplineasca urmatoarele conditii:

e sa corespunda din punct de vedere nutritiv,

e si aiba o concentratie a substantelor dizolvate care sa nu
influenteze negativ schimburile osmotice ale celulei

e 53 nu contina substante toxice,

e saaiba un anumit pH

e sa fie steril (lipsit de microorganisme vii), astfel incat sa se
dezvolte numai celulele introduse prin inocul.

Mediile de cultura se folosesc in practica de laborator sau in
practica industriala si sunt foarte diferentiate in functie de scopul
urmarit. Tn tehnica de laborator mediile se folosesc pentru izolarea din
mediul natural a diferitelor microorganisme, pentru obtinerea de culturi
pure, pentru ntretinerea culturilor selectionate. Tn scopuri industriale,
mediile de cultura sunt utilizate pentru obtinere de biomasa sau a unor
compusi de natura microbiana.

Dupa scopul utilizarii lor, mediile de cultura se Tmpart in:
» medii de cultura de laborator
e medil de cultura simple (generale) care asigura
dezvoltarea unui mare numar de specii
e medii de cultura complexe care sunt utilizate la izolari de
microorganisme, pentru cresterea si pastrarea lor
e medii de cultura speciale:
= selective care permit dezvoltarea unui numar restrans de
microorganisme



» de diferentiere care permit separarea speciilor in
functie de anumite caractere biochimice
= de Tmbogaitire destinate separarii si cultivarii unor
microorganisme pretentioase din punct de vedere nutritiv
sau care se afla in numar redus
= de conservare destinate mentinerii in viata si pastrarea
proprietatilor  fiziologice Si biochimice ale
microorganismelor
» medii de cultura industriale
Din punct de vedere al compozitiei chimice, mediile de cultura se
Tmpart in 3 categorii:
e medii naturale de origine animala sau vegetala, cu o
compozitie chimica nedefinita Tn mod exact;
e medii sintetice: acestea sunt solutii de substante chimice
pure in apa distilata, cu o compozitie perfect determinata;
e medii semi-sintetice: sunt constituite din produse chimice
bine definite, dar si din produse de origine naturala (cu
compozitie cunoscuta).

Constituentii principali ai mediilor de cultura sunt:
1. Extracte de carne si macerate

Aceste produse, comercializate in forma concentrata sub
denumirea de “extracte de carne”, contin in principal proteine putin
hidrolizate, glucide, saruri minerale, vitamine hidrosolubile.
Compozitia lor variaza in functie de carnea utilizata pentru preparare.

2. Extracte de levura

Aceste extracte, comercializate sub forma deshidratata, sunt
preparate din drojdia de bere, fiind utilizate ca sursa de aminoacizi si de
vitamine hidrosolubile (vitamine din complexul B).

3. Peptone si hidrolizate

Peptonele reprezinta un amestec de compusi solubili Th apa care
provin Tn urma actiunii enzimelor asupra materialului proteic. Pot fi:
peptona pepsica din carne, peptona tripsica din cazeina (cu continut



crescut in triptofan), peptona pancreatica de cazeina, peptona tripsica
de carne, peptona papainica de soia, peptone compuse.

Hidrolizatele sunt peptone obtinute in urma actiunii compusilor
anorganici asupra proteinelor (acid clorhidric de ex.). Cel mai des
Intrebuintat este hidrolizatul acid de cazeina, contindnd aminoacizii
constitutivi ai cazeinei din lapte.

4. Agar-agarul sau geloza

Agar-agarul denumit si geloza este un extract de alge rosii
(Rhodophyceae) din genul Gelidium si Gracilaria, recoltate in marile
Japoniei sau ale Noii Zeelande. Se dizolva in apa la o temperatura in jur
de 90°C si se solidifica sub 45°C, fiind utilizat pentru solidificarea
mediilor de cultura. Nu este degradat de microorganismele obisnuite.
Este comercializat in forma sa initiala deshidratata, numit “agar fibre”
(foarte impur), sub forma de paiete (mai putin impur) sau sub forma de
pulbere.

Numeroase firme sunt specializate Tn producerea si
comercializarea mediilor de cultura de laborator (firma Difco, Merck,
Biokar, Oxoid).

Mediile fermentative sunt medii de cultura industriale destinate
producerii unor cantitati mari de celule sau produsi de metabolism. Tn
compozitia acestor medii intra ca surse de carbon: melasa, produs
secundar rezultat la fabricarea zaharului si care contine 45 - 55%
zaharoza, diferite tipuri de fainuri, cereale boabe, zer bogat in lactoza,
tarate etc. Dintre sursele de azot cel mai des folosite sunt: fainurile
proteice de soia, sulfatul de amoniu, ureea, ingrasamantul complex. Ca
saruri minerale se adauga fosfati, sulfati, cloruri etc. Pentru cultivarea
microorganismelor care necesita factori de crestere, se adauga extract
de porumb (obtinut prin concentrarea apelor rezultate la Thmuierea
porumbului, bogat in aminoacizi, vitamine, acid lactic, microelemente),
extract de levura, extract din radicele de malt si germeni de grau si
porumb.



PREPARAREA MEDIILOR DE CULTURA PENTRU
INTRETINEREA BACTERIILOR, LEVURILOR SI
MUCEGAIURILOR

Materiale utilizate:
- balanta cu precizie de 0,1 g;
- pahare Berzelius;
- sita azbest;
- agar nutritiv pulbere (un extract de alge care asigurd
consistenta solida, nu are proprietati nutritive);
- mediu de cultura extract de malt - agar pulbere;
- mediu extract de cartof-dextroza-agar pulbere;
- eprubete cu dop, sterile;
- pipete de 10 ml;
- flacoane Erlenmayer;
- bec de gaz;
- autoclav.

Mod de lucru:

Conform indicatiilor de pe flacoanele continand mediile de
cultura pulverulente, se vor cantari cantitatile necesare pentru a obtine
cate 1 litru din fiecare tip de mediu de cultura pentru eprubete si cate
300 ml mediu pentru baloanele Erlenmayer. Tn cazul in care nu exista
medii deshidratate, procurate de la firme specializate, mediile se vor
prepara prin cantarirea componentelor pentru volumul final dorit.

Mediul de cultura se aduce la fierbere n paharele Berzelius de 1 |,
pana la completa dizolvare a agarului, apoi se repartizeaza cate 10 ml
n eprubete sterile, prevazute cu dop de vata, care se aseaza in cosuri de
sarma si se acopera cu hartie. Tn mediu se determina pH-ul si, daca este
necesar, se ajusteaza la valoarea dorita. Mediile cu agar nu trebuie sa
fie aduse la un pH mai mic de 6, deoarece agarul este partial hidrolizat
n timpul sterilizarii la pH acid si nu se mai solidifica la racire. Cand
sunt necesare astfel de medii, pH-ul trebuie ajustat dupa sterilizare.



Baloanele Erlenmayer se astupa cu dop de vata invelit in tifon, se
leaga la gura cu hartie si sfoara. Cosurile si baloanele Erlenmayer se
introduc Tn autoclav si se sterilizeaza.

Tn general, mediile de culturd trebuie si ofere o suprafati de
dezvoltare suficienta pentru microorganisme. De aceea, dupa sterilizare
tuburile cu mediu se nclina pentru ca sa ramana cu o suprafata mare de
crestere. Inclinarea se face prin sprijinirea eprubetelor pe o bagheta
suficient de groasa, tindnd seama ca mediul negelificat sa nu ude dopul
de vata, ci sa se opreasca la 2 - 3 cm de acesta. Prin racire, vaporii ce
ies din mediul cald, se condenseaza pe peretii mai reci ai eprubetelor si
cad sub forma de picaturi pe mediu, adunandu-se pe fundul eprubetei.
Din aceasta cauza, eprubetele cu mediul racit nu se aseaza in pozitie
orizontala, ci verticala, in cosuri de sdrma. Acestea se acopera apoi Cu 0
hartie si se leaga cu sfoara.

Pentru a nu prepara in fiecare zi medii, sau, daca este nevoie de
mai multe feluri de medii in acelasi timp, acestea se pregatesc o data si
apoi se depoziteaza pentru pastrare. Sticlele cu medii se eticheteaza,
notandu-se tipul mediului si data prepararii. Pentru evitarea uscarii se
recomanda pastrarea mediilor nutritive n frigider.



Schema de lucru:

Cantarirea ingredientelor sau a mediului de cultura deshidratat

Dizolvarea si omogenizarea pulberii prin incalzire pana la fierbere

Corectare pH

Repartizare in flacoane de sticla

Sterilizare 20 min la 120 °C

Depozitare la 4°C




METODE DE STERILIZARE

Microorganismele sunt raspandite pretutindeni n naturd: aer, apa,
sol si pe suprafata corpului vietuitoarelor, pe toate obiectele pe care le
manipulam. In cercetarile de microbiologie, este necesar si se asigure
sterilitatea mediului de laborator si a aparaturii cu care se lucreaza. Prin
steril  in microbiologie se intelege lipsa totald a oricdror
microorganisme de pe suprafata si din interiorul obiectelor, dintr-un
spatiu sau de pe o suprafatd. Aceastd conditie este asiguratd prin
operatiunea numita sterilizare.

Prin sterilizare se intelege distrugerea sau indepartarea tuturor
microorganismelor, atat in forma vegetativa, cat si sub forma de spori,
din medii sau de pe obiectele supuse sterilizarii.

Sterilizarea se poate realiza cu ajutorul agentilor fizici si chimici.

A. STERILIZAREA PRIN AGENTI FIZICI

Dintre agentii fizici cu actiune sterilizantd cei mai importanti sunt:
1. sterilizare prin caldura uscata:
« sterilizare prin flambare;
* sterilizare prin incalzire la rosu;
« sterilizare prin prin aer cald.
2. sterilizare prin caldurd umeda:
« sterilizare prin fierbere;
* sterilizare prin vapori de apa sub presiune;
« sterilizare prin pasteurizare;
« sterilizare prin tindalizare.
3. sterilizare cu razele ultraviolete;
4. sterilizare cu ultrasunetete.

1. Sterilizarea prin caldura uscata.
Caldura uscatd actioneaza distrugator asupra microorganismelor,
producandu-se coagularea proteinelor sau carbonizarea



microorganismelor. Sterilizarea prin caldurd uscatd poate fi realizata
prin mai multe procedee:

a. Sterilizare prin flambare.

Constd in trecerea obiectului de sterilizat prin flacara unui bec de
gaz sau a unei lampi cu alcool, odata sau de mai multe ori timp de
cateva secunde. Prin acest procedeu se sterilizeaza pipetele Pasteur si
pipetele gradate (numai suprafata exterioara) in momentul folosirii,
gura baloanelor si a eprubetelor Tnainte si dupa intrebuintare.

b. Sterilizare prin incalzire la rosu.

Se sterilizeaza prin acest procedeu obiectele metalice folosite n
tehnicile microbiologice (ansele de Tnsaméantare, acele spatulate).
Acestea se tin in flacara pana la inrosirea lor.

c. Sterilizarea prin aer cald.

Aerul ncalzit la 160-180 °C Tn decurs de o ora distruge toate
microorganismele. Acest mod de sterilizare se realizeaza in etuve
(cuptor Pasteur, Poupinel). Etuva este o cutie metalica cu peretii dubli,
separati printr-o paturda de aer care se incalzeste Tn momentul
functionarii. La exterior aparatul este izolat cu placi de azbest pentru a
impiedica pierderile de caldura. Tn partea superioara se gaseste un
orificiu in care se introduce un termometru. Aparatul se incalzeste
electric si reglarea temperaturii se face cu ajutorul unor
termoreglatoare. Se sterilizeaza prin aer incalzit toata sticlaria de
laborator: baloane, eprubete, pipete gradate, pipete Pasteur, cutii Petri,
palnii, fiole, capsule, mojare etc.

2. Sterilizarea prin cialdura umeda.

Caldura umeda, in comparatie cu cea uscata, are o putere de
penetratie mai mare, distrugdnd microorganismele hidratate, ntr-un
timp mai scurt si la o temperatura mai joasa.

a. Sterilizarea prin fierbere.

Prin fierbere nu se realizeaza o sterilizare perfecta (completa)
deoarece se distrug numai celulele vegetative, nu si sporii. Prin acest



procedeu se sterilizeaza instrumentele metalice (pense, foarfeci,
bisturie), precum si seringile. Se recomanda folosirea apei distilate.
Durata fierberii este de 30 de minute. Pentru a Tmpiedica ruginirea
obiectelor sterilizate, Tn apa se adauga borax. Boraxul si carbonatul de
sodiu ridica punctul de fierbere al apei la 105 °C. Obiectele sterilizate
prin fierbere se intrebuinteaza imediat.

b. Sterilizarea prin vapori de apa sub presiune (autoclavarea).

Este procedeul cel mai eficace. Duce la obtinerea unei sterilizari
perfecte (complete). Aparatul folosit pentru acest tip de sterilizare este
autoclavul. Autoclavul este un vas metalic cu pereti grosi care rezista la
0 presiune de cel putin 3 atmosfere. Autoclavele mici se incalzesc
direct si aburul se formeaza direct in interiorul vasului. Acesta este
prevazut cu un capac metalic greu cu o garnitura de cauciuc sau azbest,
care se inchide etans si un manometru care indica presiunea vaporilor
din interior, un robinet pentru vapori si 0 supapa de siguranta.

Prin autoclavare se sterilizeaza majoritatea mediilor de cultura,
aparatele din sticla cu garnituri de cauciuc, halatele, vata, serul
fiziologic, recipientele contaminate care au servit la cultivarea sau
manipularea microorganismelor. Baloanele cu medii nutritive se inchid
cu dopuri de vata si apoi se leaga cu hartie pentru a evita patrunderea
vaporilor prin vata, care in timpul sterilizarii sunt sub presiune.
Materialele de sterilizat se aseaza in cutii de tabla cu peretii gauriti
(mediile nutritive), iar vasele mari direct pe suport.

c. Pasteurizarea.
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Este o metoda incompleta de sterilizare, prin care se distrug
numai celulele vegetative, nu si sporii.

* Pasteurizarea se poate face prin incalzire la temperatura de 60-
65°C, timp de 30 minute (pasteurizare joasd), urmati de o racire brusci
si mentinerea materialului sterilizat la rece (4 °C).

«Cand se foloseste temperatura de 70-75 °C, timp de 10-20
minute se realizeaza o pasteurizare medie.

* Daca lichidele sunt intr-un strat subtire Tn contact cu suprafete
incalzite la 85-90 °C timp de céateva secunde, se realizeazi o
pasteurizare Tnalta.

Incilzirea are drept scop distrugerea celulelor vegetative, iar
racirea brusca si mentinerea la rece impiedica germinarea sporilor.

Se aplica lichidelor supuse unei alterari rapide si se foloseste in
mod curent in industria laptelui.

d. Tindalizarea.

Este o metoda de sterilizare fractionata, care se foloseste pentru
substantele care se denatureaza la temperaturi ridicate. Consta in
Tncalzirea discontinua, timp de 30-60 min., la intervale de 24 ore in trei
zile consecutive. Tindalizarea se realizeaza la temperatura suportata de
materialele respective. Astfel, mediile cu ou, precum si serul coagulat
se tindalizeaza la 70-80°C, iar mediile cu zaharuri la 100°C.

Prin Tncalzirea din prima zi se distrug formele vegetative, sporii
ramanand viabili. Dupa 24 ore de pastrare a mediilor la temperatura
camerei, sporii avand conditii prielnice vor germina, rezultand celule
vegetative. Prin aplicarea tindalizarii din ziua a Il-a si a Ill-a se vor
distruge si celelalte celule vegetative.

3. Sterilizarea prin raze ultraviolete.

Razele ultraviolete (UV) distrug celulele vegetative, dar au o
actiune mai redusa asupra sporilor. Ca surse artificiale de UV se
folosesc lampi cu vapori de mercur.

Se sterilizeaza, prin acest procedeu, aerul din laboratoarele de
microbiologie, interiorul boxelor sterile, camerele de Tnsamantare.



4. Sterilizarea prin ultrasunete.

Ultrasunetele sunt vibratii acustice (cu o frecventa de peste 20 000
Hz) care se obtin Tn aparate speciale ce permit trecerea unui curent
alternativ de Tnalta frecventa printr-un cristal de cuart. Vibratiile masei
cristalului, sub actiunea impulsurilor electrice, duc la dezintegrarea
rapida a celulelor bacteriene.

B. STERILIZAREA PRIN FILTRARE

Filtrarea consta in trecerea lichidelor printr-o substanta poroasa cu
pori de dimensiuni mici care retin majoritatea microorganismelor.
Virusurile trec prin porii acestor filtre. Se sterilizeaza prin aceasta
metoda serul sanguin si alte lichide care se denatureaza la cald. De
asemenea, filtrarea se mai foloseste si pentru separarea exotoxinelor de
corpii microbieni din mediile de cultura.

Filtrarea trebuie considerata un fenomen complex la baza caruia
sta nu numai fenomenul mecanic ci si adsorbtia particulelor din lichidul
filtrat de catre peretii capilarelor care formeaza porii filtrului, in functie
de vascozitatea, temperatura si pH-ul solutiilor, de Tncarcatura electrica
a particulelor si a fitrului.

Tipuri de filtre:

* Filtre Chamberland. Sunt confectionate din portelan, avand
forma de bujii. Sunt notate cu L in functie de marimea porilor

« Filtre BerKefeld, din pamant de infuzorii (kiselgur): W, N, V.

* Filtre Seitz, din azbest: EK, EK1, EK2. EK1 - bacterii; EK2 -
virusurile mari.

* Filtre de sticla - Schott-Jena: GO - G5. Filtrul G5 cu porii sub 1,7
micrometrii permite obtinerea filtratelor sterile.

» Membrane filtrante: coloidul, celuloza, gelatina, mase plastice.

Se folosesc in deosebi in virusologie.

C. STERILIZAREA PRIN AGENTI CHIMICI



Pentru sterilizarea prin agenti chimici este folosit in special
termenul de dezinfectie.

Ea are drept scop distrugerea germenilor patogeni in vederea
Tnlaturarii posibilitatilor de infectie.

Se folosesc Th mod curent urmatorii agenti chimici sterilizanti, de
uz curent:

e solutia de sublimat corosiv 0,1%, pentru dezinfectia meselor,
mobilierului din sticla si faianta, pentru dezinfectia mai riguroasa a
mainilor;

* solutia de bicromat de potasiu 5%, pentru dezinfectia pipetelor
Intrebuintate;

« alcool etilic 70%, pentru dezinfectia curenta a mainilor;

« formol 40%, 1in concentratie de 5%, se utilizeaza pentru
dezinfectia obiectelor din sticla, faianta, metal;

e fenolul in concentratie de 5%, pentru dezinfectia diferitelor
obiecte din sticla, portelan, metal;

* apa oxigenata in concentratie de 3%, pentru dezinfectia mainilor
si mucoaselor;

« solutie de hidroxid de sodiu 20%, pentru sterilizarea
mobilierului si dusumelelor;

« cloramina 1%, pentru dezinfectia mainilor, iar Tn concentratie de
5-6%, pentru dezinfectia meselor de laborator

« clorul pentru dezinfectia apei;

« diferiti detergenti, pentru dezinfectia sticlariei si a rufelor.

Sterilizarea prin agenti chimici este folosita in laboratoarele de
microbiologie numai pentru obiectele si materialele Tntrebuintate. De
asemenea, se mai folosesc agenti chimici sterilizanti si pentru
conservarea lichidelor organice (ser sanguin, sange, urina) si a altor
materiale biologice (seruri imune si vaccinuri).

Pregatirea si sterilizarea materialului in vederea utilizarii in
laboratorul de microbiologie este o operatie deosebit de importanta
deoarece exactitatea rezultatelor precum si reusita desfasurarii



proceselor microbiologice depind in mare masura de rigurozitatea cu
care se efectueaza.

Principalele operatii de pregdtire a sticlariei de laborator
sunt:

- spalarea

- uscarea

- executarea dopurilor si ambalarea - recipientele pot fi
pregatite cu dop din vata hidrofoba pentru a nu pdstra umezeala dupa
autoclavare. Din ce in ce mai folosite sunt dopurile din celuloza
comprimatd (comercializate), sterilizabile pana la 200°C. Pentru
inlocuirea eprubetelor cu dop de vata, in scopul pastrarii optime a
culturilor, se pot utiliza tuburi prevazute cu capsule care se monteaza
prin ingurubare.

Pentru evitarea contamindrii mediilor de culturd utilizate in
analiza microbiologicd sau in obfinerea culturilor microbiologice,
sticlaria de laborator trebuie ambalatd si sterilizatd corespunzator.
Sterilizarea se efectueaza la etuva (sau pupinel), iar materialele supuse
acestei operatii trebuie sa fie curate si impachetate in hartie sau asezate
Tn containere metalice inchise. Sterilizarea uscata se poate aplica pentru
articole din sticla (placi Petri, baloane, pipete, eprubete), obiecte din
portelan, instrumentar metalic, pulberi uscate etc. Aerul fiind slab
conducator de caldura, sterilizatorul trebuie sa uniformizeze
temperatura si sa asigure patrunderea aerului fierbinte in obiectele de
sterilizat. Tn calcularea timpului de sterilizare uscati trebuie avute in
vedere urmatoarele etape:

. perioada de incalzire la temperatura de sterilizare, socotita
in general o ora;

. perioada de mentinere a temperaturii de sterilizare;

. perioada de racire in care scaderea temperaturii trebuie

realizatd treptat pentru evitarea spargerii obiectelor de sticla prin soc
termic, aprox. 2 ore.

In practici se procedeazi la alegerea unei temperaturi de
sterilizare de 180° C si a unei durate de o ora. Din exces de prudenta se

~

practica sterilizari la temperaturi mai ridicate sau de durate mai mari. In



unele cazuri aceastd practica este daundtoare deoarece, de exemplu,
vata ordinard - la durate §1 temperaturi mari de sterilizare uscatd -
elibereaza gudroane ce pot inhiba cresterea microbiana.

Materiale utilizate:

- pipete;

- placi Petri;

- eprubete;

- flacoane Erlenmayer;
- vata hidrofoba;

- tifon;

- hértie ambalaj;

- etuva.

Mod de lucru:

I Obiectele de sterilizat trebuie sa fie curate si uscate.

Se executd dopuri de vata hidrofoba pentru eprubete, astfel Tncat
sd poatd fi extrase usor in timpul inocularii, iar densitatea materialului
sd asigure sterilitatea. Eprubetele se introduc in cosul de sarma si se
acopera cu hartie.

Pipetele se astupa la partea opusa varfului, cu un dop subtire de
vata care sa refind microorganismele ce ar putea patrunde in pipeta pe
la partea superioara. Pipetele se ambaleaza intr-o fasie de hartie care se
rasuceste in jurul tubului de sticla, Incepand de la varf.

Placile Petri se ambaleazd in hartie de ambalaj, in functie de
numarul necesar.

Flacoanele Erlenmayer pentru medii de culturd se astupa cu dop
de vata Infisurat in tifon. Toati sticldria se sterilizeazi 1 ord la 180 °C
la etuva, timp socotit din momentul atingerii temperaturii. Dupa aceasta
perioada etuva se opreste si se asteapta racirea materialului.

Baloanele, eprubetele si pipetele se inchid cu dopuri de vata si
apoi se Tmpacheteaza in hartie. Sticlaria astfel pregatita se introduce n
etuva. In timpul sterilizarii hartia devine galbena. Daca se depaseste
180 °C hartia se brunifica (se carbonizeaza partial), devine sfaramiciosa



si nu mai asigura sterilitatea obiectelor in timpul pastrarii, pana in
momentul folosirii.

Obiectele sterilizate pot fi pastrate timp de 1-2 saptamani in
dulapuri bine inchise.

Mediile de cultura preparate in cadrul lucrarii | se vor steriliza in
autoclav, la 120°C.

Inainte de sterilizare se introduce Tn autoclav apa distilata, Tn asa
fel ca nivelul ei sa nu atinga platfotma pe care se aseaza materialele.
Dupa introducerea obiectelor de sterilizat, autoclavul se inchide cu
capacul etans. Se porneste apoi autoclavul, iar sistemul de incalzire se
regleaza pentru mentinerea constanta a acesteia o perioada de timp,
care difera de la un material la altul.

Relatia dintre presiune si temperatura in autoclav.

PRESIUNEA | TEMPERATURA | PRESIUNEA | TEMPERATURA
(atm) 49 (atm) )
0,0 100,0 1,0 121,0
0,2 105,0 1,2 124,0
0,4 110,0 14 126,0
0,5 1125 15 127,0
0,6 114,5 1,8 130,0
0,8 117,0 2,0 132,0

In mod obisnuit, autoclavarea se face la 121 °C timp de 20 de
minute, care asigura o sterilizare perfecta. Dupa terminarea sterilizarii,
Tncalzirea se intrerupe.

Informatii utile:

Il Cand se autoclaveaza un mediu lichid este necesara utilizarea
unui recipient cu o capacitate de doua ori cat volumul lichidului.

I Nu se autoclaveaza placi Petri din material plastic. Acestea si
multe alte recipiente din plastic se topesc in caldura.

111 Slabiti capacele la toate recipientele care contin lichide inainte
de autoclavare. Strangeti capacele dupa de lichidele sterilizate s-au
racit.




Il Lasati spatii intre vasele introduse in autoclava pentru a facilita
distributia egala de energie termica.

I Autoclavare agar:

a. Daca se doreste pregatirea unui mediu imbogatit, dizolvati mai
intai toate celelalte componente in vasele utilizate, inainte de adaugarea
agarului, deoarece acesta este insolubil la temperatura camerei .

b. Agarul si solutiile de saruri nu pot fi introduse in autoclav in
acelasi recipient. deoarece se va forma un precipitat.

! Dupa ce un lichid a fost autoclavat nu-1 scoateti-l din autoclava
pana nu s-a racit. Fierberea cu bule indica faptul ca lichidul este
supraincadlzit si poate exploda dacd nu este manipulat corespunzator.
Mediile lichide, care nu contin agar, pot fi lasate in autoclav pana cand
sunt racite la la temperatura camerei.

I Mediile care contin agar trebuie racite pana la aproximativ 55
°C inainte de a le turna in placi (Petri) pentru a evita formarea de
umiditate Tn exces. O baie de 55 °C H,0 este un loc convenabil pentru
racirea mediului, precum si pentru a-l stoca in timp ce este distribuit in
placi.



TEHNICI GENERALE DE IZOLARE DIN MEDII
NATURALE SI OBTINEREA CULTURILOR PURE

Pentru obtinerea culturilor pure se aplicd metode fizice, metode
fizico-mecanice si metode biologice. In prima etapa de izolare, stiind ci
densitatea celulelor in mediul natural poate fi ridicata, se fac diluari ale
suspensiilor de celule in ser fiziologic steril. Tehnica de diluare folosita
este tehnica dilutiilor decimale. Se folosesc eprubete cu ser fiziologic
steril (0,8 % NaCl) pentru a preveni turgescenta celulelor.

e Metodele bazate pe tehnici de raspandire au la baza
principiul raspandirii celulelor prin diluare in medii lichide sau prin
diseminare mecanica pe suprafata mediilor sterile.

Metoda in strii foloseste drept suprafata de raspandire mediul
inclinat din doua trei eprubete, prin transferul de celule din mediul
natural, prin realizarea succesiva de striuri. Aceste metode se folosesc
si in cazul in care o cultura purd este contaminata in perioada de
pastrare cu microorganisme strdine si aceasta trebuie sa fie salvata.

Metode scarificate

In placa Petri se repartizeazi un mediu de culturd adecvat
(MMA/BCA) si dupa solidificarea mediului, cu firul ansei se recolteaza
celule din mediul natural si se executa trasari pe suprafata mediului,
astfel incat diversele celule raman distantate intre ele. Prin termostatare
2-3 zile, din colonia care corespunde microorganismului ce trebuie sa
fie izolat, se face repicare intr-o eprubetd cu mediu solid inclinat si
astfel se obtine o cultura pura.

Metoda culturald Koch este folositd in special pentru izolarea de
Levuri. Ca mediu de raspandire se foloseste mustul de malt cu gelatina
repartizat in trei eprubete, fluidificat si mentinut la 40° C. Din mediul
natural, de exemplu un must in fermentatie, se recolteaza o ansa care se
introduce succesiv in cele trei eprubete, cu agitare, care sa asigure
desprinderea celulelor. Dupa inoculare si uniformizare, continutul
fiecarei eprubete se repartizeaza in cate o placa Petri; prin solidificare,
celulele raman fixate in gel si prin multiplicare vor forma colonii/clone



izolate. In functie de densitatea celulelor recoltate initial, in placa a
doua sau a treia coloniile sunt suficient de distantate (2cm), pentru a
putea face izolarea din colonia adecvata a culturii pure.

e Metode bazate pe tehnici de diluare

Din suspensia de celule din care dorim sa facem izolarea se fac
diluari in mediu steril §i sub control microscopic se verifica daca s-a
facut diluarea corespunzator si la o picaturd de lichid se afla o celula.

Metoda Lindner este cea mai cunoscutd metodd folositad la
selectarea culturilor pure de Levuri in industria fermentativa. Pe 0
lamela se plaseaza cu ajutorul unui toc cu penita topografica steril o
serie de picaturi. Apoi lamela se plaseaza cu picaturile in jos pe o lama
cu escavatie. Apoi se studiazd la microscop si se noteaza picatura care
contine o singura celuld. Cu ajutorul unei hartii de filtru sterilizata,
luata cu o penseta sterild, se absoarbe picatura, prin absorbtie va trece si
celula de levura. Dupa ce se absoarbe aceasta picatura, hartia care
contine celula se introduce intr-o eprubetd care confine must de malt
steril. Celula va da nastere prin inmultire Tn conditii favorabile la o
biomasa care va reprezenta cultura pura.

Metoda Hansen consta in diluari decimale in mediu steril, dupa
care se numara celulele din 1 ml dilutie si se realizeaza insamantarea
pe mediu nutritiv solidificat pentru obtinerea de colonii. Pentru izolarea
culturilor de mucegaiuri se folosesc metode scarificate de antrenare a
sporilor in placi cu must de malf agar. O altd metodd care ne permite
obtinerea de colonii izolate de mucegaiuri este metoda inundarii. In
placa Petri cu must de malt agar se adauga cativa ml din o suspensie
diluata, cu o concentratic mica de spori; dupa clatirea suprafetei
mediului, lichidul se scurge iar unii spori, cei retinuti de suprafata
mediului, conduc la colonii izolate.

Metoda lui Naumov izoleaza picaturi de MMA in care in
prealabil s-au introdus un mediu restrdns de spori. In mediu inci
fierbinte, dupa inoculare, se adauga picaturi pe capacul placii Petri, iar
dupa solidificare si cultivare se alege picatura de mediu solid care
prezinta o singura colonie.



Metoda cu micromanipulator este o metodda mecanica.
Micromanipulatorul este alcatuit dintr-un sistem de tuburi capilare cu
care se poate lucra sub microscop, cu posibilitatea de a recolta prin
absorbtie in microcapilar unele celule izolate. Apoi celula este
introdusa in mediu nutritiv adecvat.

e Metodele biologice au la baza principiul proprietatilor
diferentiate ale culturii ce urmeaza a se izola (proprietati diferentiate de
ale microorganismelor asociate). Ca proprietati distincte amintim
comportarea fatd de temperatura, pH, relatia fatd de oxigen, rezistenta
la plasmolizd sau rezistenta la anumite substanfe chimice sau
antibiotice.

Metoda Burri este metoda clasica care constd in izolarea
bacteriilor aerobe de cele anaerobe prin metode biologice. Din
suspensia de microorganisme in care se afla in amestec aerobi si
anaerobi se face insdmantare Tn mediul BCA (bulion de carne cu agar)
fluidificat si racit la 45°C, turnand intr-un tub de sticla prevazut la
partea inferioard cu un dop de cauciuc. Se acopera apoi tubul cu dop de
vati si se termostateaza. In zona unde mediul este Tn contact cu aerul se
vor dezvolta bacteriile aerobe. Tn restul mediului vor fi fixate bacteriile
anaerobe. Pentru a intelege modul de inmultire a microorganismelor in
culturile pure este important s cunoastem comportarea culturii Tntr-un
mediu nutritiv steril limitat cantitativ.

3.1 CONSERVAREA CULTURILOR PURE

In momentul in care au fost obtinute dintr-un mediu natural, Tn
prima etapd, culturile pure se numesc izolate. Aceastd denumire
insoteste cultura pana cand, pe baza studiului morfologic si fiziologic a
izolatului pe mediu standard, se face identificarea pe baza criteriilor
taxonomice si stim ca acest izolat apartine unei specii.

Odata identificatd cultura, ea poate fi comparatd cu cultura
standard ce caracterizeaza specia si sunt studiate anumite proprietati ale
tulpinii respective, in scopul evidentierii unor proprietiti valoroase. In



naturd numeroase tulpini care apartin aceleiasi specii pot prezenta
caractere fiziologice diferentiate. In scopul selectrii tulpinilor cele mai
valoroase dintre cele apartinand aceleiasi specii izolate din natura, in
laboratorul de microbiologie se aplicd metode de screening (ecranare)
specifice. Prin screening se aplica criterii de selectare din ce in ce mai
riguroase alegand tulpina cea mai buna.

Dupa selectare, in scopul stimuldrii activitatii de metabolism in
sensul dorit, se practicd fie metode culturale, prin care se modifica
conditiile de cultivare (prin modificarea compozitiei mediului, a
temperaturii, a pH-ului, a gradului de aerare, cultivare stationara,
cultivare pe agitator etc). Prin metode culturale se produce o crestere
insemnatd a activitatii fiziologice a microorganismelor, aplicandu-se
tehnici pentru obtinerea de enzime, acizi, alcooli (produse de
catabolism). Stimularea activitatii fiziologice si de biosinteza a
microorganismelor se poate realiza si prin metode de bioinginerie care
constau in modificari in genomul celular (modificari genetice in
structura acizilor nucleici), in transfer de gene, de plasmide, modificari
structurale genetice. Aceste metode conduc la obtinerea de mutanti —
microorganisme care au suferit transformari genotipice asociate de
obicei cu transformari fenotipice (modificari de forma).

In acest scop se folosesc agenti mutageni dintre care cei mai
utilizati sunt:

e agenti mutageni fizici (radiatii ultraviolete, A = 250 nm) care
pot produce transformari in structura secundara a acizilor nucleici;

e agenti mutageni chimici (B-propiolactona, [-naftolul,
antibiotice).

Prin mutatii se pot selecta agenti cu performante de biosinteza
mult superiori fatd de celula parentald (cantitatea de penicilina obtinuta
din mutant de Penicillium este mult mai mare). Pentru
conservarea culturilor valoroase in practica de laborator se folosesc
diferite tehnici care urmaresc prelungirea fazei stationare de crestere un
timp cat mai Indelungat si se evitd aparitia fazei de declin care poate
duce la pierderea culturii. Aceasta prelungire se poate realiza astfel:



e prin scaderea temperaturii fatd de temperatura optima (sunt
Tncetinite procesele de metabolism) — procedeele de pastrare in
domeniul de refrigerare sau pastrarea culturilor congelate.

e prin reducerea cantitdtii de apa libera si menginerea culturilor
in stare uscata — procedee aplicate la conservarea bacteriilor sporulate
s a mucegaiurilor.

e prin privare de O,, conditic in care, dupd ce a avut loc
dezvoltarea culturii in conditii de aerobiozd, biomasa se acoperd cu un
strat de ulei de parafina (vaselina) de 1 cm indltime deasupra culturii,
care asigura pastrarea culturilor ani de zile.

Cea mai moderna tehnologie de pastrare a culturilor pure este
liofilizarea. Celulele vii sunt suspendate intr-un lichid protector
(glicerol 10% sau amestec de 3% glutamat de sodiu, 3% dextran, 6%
zaharoza in proportie de 1:1:2) si se supun congelarii astfel: se face
congelarea lentd in fiole de sticla panad la -20°C dupa care urmeaza o
congelare rapida la -70°C, urmata de uscarea celulelor in vid pana cand
umiditatea acestora ajunge la 5%. Apoi fiolele de sticla se efileaza si se
inchid ermetic. Culturile liofilizate isi mentin procentul de viabilitate
ridicat ani de zile. In practica de laborator, cand numirul de celule
este mic, se folosesc tehnici de repicare care constau in transferul
celulelor din mediul epuizat pe mediu proaspat. Culturile pure standard
(cu anumite caractere) precum si culturi cu performantda in biosinteza
sunt pastrate in colectii numite micoteci — Tntélnite Th mari laboratoare
de cercetare, in laboratoare de microbiologie uzinale, In institutii de
invatamant superior.

Modul de lucru

1. Se pregatesc cutiile Petri.
2. Se toarna agarul la temperatura de 50°C in cutii Petri sterile a.i.
acesta sa acopere toata suprafata cutiei intr-un strat subtire



(aprox. 10-15 ml de solutie agar in fiecare cutie). Cutiile se
depoziteaza cu partea care contine agarul in jos pana cand acesta
se solidifica (aprox 30 minute). Nu mutati placile Petri dupa ce
ati turnat mediul agarizat, ci lasati-le in hota sterila timp
suficient pentru a se solidifica.
Se sterilizeaza ansa (aceasta se tine intre degetul mare si primele
doua degete ale mainii drepte ptr dreptaci si stanga ptr stangaci).

o Pentru a steriliza ansa mentineti-o in flacara pana cand

aceasta este rosie.

o Raciti ansa timp de 3-5 secunde in apropierea flacarii.

o Resterilizati ansa inaintea oricarei inoculari.

o Nu lasati ansa sa atinga orice alta supratafata in afara

agarului din cutie Petri.

Luati cutia Petri in mana stanga. Descoperiti cutia Petri numai
atat cat sa puteti realiza inocularea (introducearea ansei cu
microorganisme in interior). Pastrati permanent partea
superioara a cutiei (capacul) deasupra partii inferioare a cutiei
(care contine mediul de agar) - deschideti cutia numai cat sa
permiteti accesul ansei in interior in timp ce realizati inocularea
pentru a impiedica patrunderea contaminantilor in interior. Nu
atingeti cu ansa partea superioara a cutiei Petri.
Eprubeta din care faceti inocularea trebuie tinuta in aceeasi
mana ca si cutia Petri intre podul palmei si degetul mic — dopul
acesteia va fi scos cu degetul mic al mainii drepte si podul
palmei (ansa va fi tinuta in continuare in aceasta mana).
Nu apasati ansa in interiorul agarului, ci lasati-o sa alunece pe
suprafata acestuia.
In timp ce mentineti capacul si ansa intr-o mana si treceti prin
flacara capacul flaconului din care faceti inocularea. Nu atingeti
cu ansa marginile sau peretii acestui flacon.
Nu apropiati ansa de flacara dupa ce ati introdus-o in flaconul
din care realizati inocularea sau veti distruge inoculul.



9. Asigurati un model de linii inoculare (linii paralele, zig-zag, etc)
pentru a putea verifica daca ceea ce ati obtinut a crescut in urma
inocularii sau a fost introdus prin contaminare.

10. Imediat ce ati terminat inocularea reasezati capacul cutiei Petri
la loc.
11. Resterilizati ansa

Incubare:

1. Tntoarceti placile cu capacul in jos si introduceti-le in incubator.
Temperatura ideala pentru incubare este de 32 °© C. Crestere
bacteriana ar trebui sd inceapa sa devina vizibila in aproximativ
24 ore.

Observatii:

Colonie — o aglomerare de bacterii care se dezvoltd dintr-0
singura celuld sau un grup de celule (UFC - unitate formatoare de

colonii) pe suprafata unui mediu solid.
Fiecare specie bacteriana formeaza colonii specifice (caracter util

in identificare)

Caracteristica coloniilor
Dimensiuni — colonii mici (0,1-1mm), medii (1-2mm), mari (2-
3mm)



Contur (margini) — neted, ondulat, zimtat, lobat, etc
Suprafata — plata, bombata, convexa, ombilicata, etc
Forma — punctiforma, circulara, filamentoasa, neregulata
Culoare (pigmentatie) — alba, galbena, aurie, etc
Densitate — opaca, transparenta, etc

Consistenta — cremoasa, untoasa, uscata, mucoida

Tipurile de colonii

Colonii S (smouth) — rotunde, netede, umede, lucioase

Colonii R (rough) — margini neregulate, suprafata uscata, rugoasa

Caracterele de cultura ale bacteriilor reprezintd exigentele
nutritive (medii, temperaturd, pH, aerare, etc), timpul aparitiei culturii
si manifestarea cresterii pe medii lichide si solide
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STUDIUL CARACTERELOR COLONIILOR DE BACTERII,
DROJDII ST MUCEGAIURI

1. Caractere morfo-coloniale ale bacteriilor

a. Culturi pe medii gelozate in placi Petri

Se vor examina coloniile bacteriene care s-au dezvoltat pe suprafata
mediului solidificat, avandu-se in vedere urmatoarele caractere:

Form ‘_,00 g

Punctiform Circular Filamentous Irregular Rhizoid Spindle (lens)
Elevation — — - ‘ ‘ L
Flat Raised Convex Pulvinate Umbonate
Margin O O
Entire Undulate Filamentous Lobate Erose Curled
(even) (wavy) (lobes) (serrated)

1. Marimea coloniilor: - colonii mici (<1 mm); colonii medii
(1,5 pana la 3 mm); colonii mari (> 3 mm)
2. Forma coloniei: - punctiforma, circulara, filamentoasa,
neregulatd, rhizoida, fusiforma.
3. Profilul coloniei: - plat, crescut, convex, pulvinat, umbonat.
4. Marginea: - uniforma, ondulata, lobata, erodata, filamentoasa,
buclata.
5. Transparenta: - colonii transparente
- colonii translucide
- colonii opace.
6. Suprafata: - colonii lise (uneori stralucitoare)



- colonii rugoase
- colonii mucoide

7. Consistenta - nu poate fi apreciata cel mai adesea decat in
urma prelevarii de probe:

- colonii grase, cremoase, care dau usor suspensii
omogene

- colonii uscate

- colonii mucoide (filante), care dau greu suspensii
omogene.

8. Pigmentatia: - coloniile sunt cel mai adesea de culoare crem.
O culoare diferita este datoratd unor pigmenti, care sunt uneori
solubili in mediul de cultura si care nu apar decat la o temperatura
determinata.

Coloniile bacteriene pot apartine unuia din urmatoarele tipuri:
Tipul 1. Colonii S (engl.” Smooth” = neted, lucios) - b
- margini regulate, uneori semi-bombate
- suprafata neteda
- consistenta cremoasa
—° suspensie omogena
Tipul 2. Colonii R (engl. “Rough” = rugos, aspru, zbarcit) - ¢
- margini adesea neregulate
- suprafatd rugoasa
- consistenta uscata
suspensie heterogena
Tipul 3. Colonii M (cu consistenta mucoida) - a
- margine uniforma, regulata
- colonii bombate
- suprafata neteda, stralucitoare
- consistenta filanta

— suspensie heterogena
—— corespund adesea bacteriilor
capsulate Gram negative (Klebsiella, Enterobacter etc)



b. Culturi in medii lichide in tuburi

Daca s-a realizat o culturd intr-un bulion nutritiv in tuburi, dupa
o incubare de 48 ore se pot evidentia urmatoarele caractere:

1. Turbiditatea: - tulburare mai mult sau mai putin intensa a
mediului

2. Formarea unei pelicule: - in cazul bacteriilor aerobe apare la
suprafata mediului o masa de celule care formeaza un voal

3. Formare de depozit: in cazul bacteriilor anaerobe se formeaza
un sediment pe fundul tubului, mai mult sau mai putin abundent,
colorat sau nu.

2. Caractere morfocoloniale ale levurilor
- se va observa forma si profilul coloniei, diametrul acesteia,

aspectul (de obicei cremos), suprafata (lucioasd sau mata), culoarea
(in general alb-crem).

3. Caractere morfocoloniale ale mucegaiurilor
Vor fi determinate urmatoarele caractere coloniale:

- diametrul coloniei dupa un timp cunoscut

- culoarea coloniei i modificarea acesteia in timp

- culoarea reversului coloniei

- textura suprafetei coloniei: pufoasa, pasloasa

- eventual prezenta picaturilor de “transpiratie”’pe miceliul aerian
- mirosul



EXAMENUL MICROSCOPIC AL MICROORGANISMELOR

Studiul morfologiei microbiene nu poate fi conceput fara
utilizarea microscopului; examenul microscopic joacad un rol important
in studiul si identificarea germenilor, precum si in determinarea
numadrului acestora.

MICROSCOPUL OPTIC

Microscopul optic se compune dintr-un stativ pe care sunt
montate un sistem de transmisie opticd, o platind port-obiect si un
sistem de iluminare.

Sistemul de transmisie optica

Ocularele au puterea de marire de 5x, 7x, 10x, 15x, 20x si
chiar 30x. In lucrarile curente cele mai des folosite sunt cele 7x si
10x. Ocularele au rolul de a mari imaginea preparatului, dar si de a
aplatiza si lumina caAmpul optic.

Obiectivele reprezinta un sistem optic bine centrat, constituit din
una sau mai multe lentile destinate a forma o imagine reald a
obiectului. Puterea lor de marire este invers proportionald cu distanta
focala, adica cu distanta dintre obiect si lentila pe care se formeaza
imaginea. Calitatea esentiald a obiectivelor este puterea lor de rezolutie.
Aceasta la randul ei depinde de marimea deschiderii unghiului pe care
il face conul de raze care intrd in lentila precum si de indicele de
refractie al mediului dintre obiect si lentila. Obiectivele sunt fixate prin
insurubare pe un revolver port-obiectiv care permite selectionarea
rapida a unuia din ele, prin simpla rotire. Gama de obiective necesare in
microbiologie se compune din trei obiective cu puterea de marire de
10x, 20x, 40x si un obiectiv cu imersie cu grosismentul 90x. Acest
obiectiv se foloseste in cazul in care obiectul ce trebuie examinat este
mai mic sau daca este necesar a se observa amanunte foarte fine. La
obiectivul cu imersie este necesar a se interpune intre obiect si lentila



frontald a obiectivului un lichid transparent (ulei de cedru, ulei de
parafina, balsam de Canada etc).

Sistemul de iluminare se compune din sursd luminoasa si dintr-
un condensator.

Condensatorul este o piesa care se gaseste imediat sub platina
microscopului si care are rolul nu atat de a strdnge (condensa) razele
luminoase venite de la sursa de lumina, cat de a mari sectiunea conului
de lumind pentru o mai buna claritate a imaginii.

Sistemul de reglare Deplasarea platinei port-obiect sau a
sistemului optic se efectueazd cu ajutorul unei cremaliere, prin
intermediul a doud butoane: unul mare care da o migcare ampla si

rapidd (viza macrometricd) si altul mic, pentru reglajul fin ( viza
micrometrica).

Modul de utilizare a microscopului

Preparatul este plasat pe platina microscopului, avand grija sa fie
bine fixat in dispozitivul de prindere. Este selectat obiectivul; in
general, un examen debuteazi cu utilizarea obiectivului cel mai mic. In
practica, se utilizeaza obiectivul 10x, apoi 20x pentru un preparat
necunoscut sau pentru Levuri si mucegaiuri si obiectivul 40x pentru
bacterii. Se regleaza distanta lentilei obiectivului fatd de preparat prin
miscarea vizei macrometrice si a celei micrometrice. (Obiectivele au o
distanta de reglare care descreste cu puterea lor). Cautarea imaginii este
apoi efectuatd prin manevrarea butonului care actioneazd cremaliera,
iar dupa fixarea imaginii se face o noua reglare a acesteia.

Curatarea sistemului optic se efectueaza regulat cu xylol si nu cu
alcool etilic.

Reglarea intensitatii luminii condensatorului se face tinand seama
de puterea de marire a obiectivelor; cu cat aceasta este mai mare, CuU
atat pozitia condensatorului este mai ridicata.



EXAMENUL PREPARATELOR iN STARE PROASPATA

Acest tip de operatie constd in examinarea unui microorganism
Intr-un mediu lichid intre lama si lamela.

STUDIUL MICROSCOPIC AL CULTURILOR DE LEVURI

Levurile reprezintd un grup taxonomic complex si heterogen de
microorganisme unicelulare eucariote, care se inmultesc prin
inmugurire, ca forma generala de reproducere si Tn mod particular prin
ascospori. Una din proprietatile cele mai importante ale levurilor este
aceea de a fermenta o serie de zaharuri, in conditii de anaerobioza, cu
formare de alcool etilic, dioxid de carbon si compusi secundari, care
dau aroma caracteristica produselor fermentate, proprietate foarte mult
utilizata in industria alimentarda. Levurile au o compozitie chimica
valoroasa si, dupa cultivare in conditii de aerare sunt utilizate ca sursa
de proteine cu denumirea de SCP (single cell protein) in alimentatia
omului si a animalelor.

Celula de levura are in mod obisnuit forma sfericda, ovala,
cilindrica, apiculata, sau forma de sticla, cu dimensiuni medii de 4 - 14
pum. Forma si dimensiunea celulei sunt caractere de specie si pot fi
influentate de starea fiziologica si de conditiile de cultivare.

Principiul metodei: Pentru evidentierea caracterelor morfologice
si structurale ale Levurilor se folosesc preparate microscopice in stare
proaspata, studiate la microscop cu obiectivele 10x, 20x, 40x.

Materiale utilizate:

- ca materiale biologice se vor utiliza o tulpind de Saccharomyces
cerevisiae sau o tulpind de Candida utilis, cultivate pe mediu cu
extract de malt-agar.

- lame de microscop;

- lamele de microscop

- microscop;



- pipete sterile;

- ansa;

- eprubete sterile;

- albastru de metilen;
- alcool etilic 95 %;

- apa distilata 100 ml;
- sticluta picuratoare.

Mod de lucru
a) Prepararea colorantului -solutie albastru de metilen
Se cantaresc 0,3 g albastru de metilen, peste care se adauga 30
ml alcool etilic 95 %. Dupa dizolvarea colorantului in alcool se adauga
100 ml apa distilata.

b) Evidentierea caracterelor morfologice

De pe suprafata mediului de culturd se recolteazd cu ansa o
portiune din cultura de levura care se amesteca intr-o eprubeta cu cativa
ml apa. Din suspensia de celule se depune pe lama microscopicd o
picatura cu diametrul de ~ 0,7 cm, in zona centrald, cu ajutorul unei
pipete. Se acopera preparatul cu o lamela curata, evitindu-se formarea
de bule de aer. Se examineaza la microscop cu obiectivele de 10x, 20x
si 40x, retinAndu-se forma celulei, prezenta nucleilor, prezenta celulelor
Tnmugurite.

c¢) Evidentierea celulelor autolizate

O suspensie de celule de levura se amesteca in volume egale cu o
solutie de albastru de metilen diluat si dupa 3-5 minute se executda un
preparat umed: celulele autolizate vor apare intens colorate in albastru,
comparativ cu celulele vii, necolorate. Tntr-un cdmp microscopic se vor
determina numarul total de celule si separat, celulele autolizate,
facandu-se raportul acestora.



STUDIUL MICROSCOPIC AL CULTURILOR DE FUNGI

Mucegaiurile (sau fungii filamentosi) includ microorganisme de
tip eucariot, monocelulare sau pluricelulare, cu nutritie de tip absorbtiv,
diferentiate din punct de vedere morfologic si care se reproduc prin
spori sexuati sau asexuati. Corpul mucegaiurilor constd din celule
filamentoase, ramificate, numite hife, care formeaza miceliul.
Mucegaiurile pot fi monocelulare, cand se dezvolta sub forma unei
celule uriase cu ramificatii (miceliu coenocitic) sau pluricelulare, caz in
care miceliul este septat prin pereti despartitori (miceliu necoenocitic).
Aparatul reproducator este reprezentat de hifele reproducatoare
purtatoare de spori sexuati sau asexuati.

Principiul metodei: Pentru evidentierea caracterelor morfologice
si structurale -hife vegetative si aparat reproducator - se efectueaza un
preparat proaspat intre lama si lamela sau un preparat in lactofenol, prin
tehnica benzii adezive.

Materiale utilizate:

- culturi de Aspergillus niger si Penicillium sp.in placi Petri ;

- lame microscopice;

- lamele microscopice;

- microscop;

- pipete sterile;

- ansa;

- lactofenol:;

- banda adeziva transparenta.

Mod de lucru:

Se efectueaza un preparat umed intre lama si lameld, in felul
urmator: din cultura in placi Petri se recolteazd cu ajutorul firului
metalic, din partea marginald a coloniei si fard a deranja structura
initiala a miceliului, o micd portiune, care se desprinde usor intr-0
picaturda de apa sterild sau lactofenol de pe lama microscopica. Se
aseazd lamela evitand formarea in preparat a bulelor de gaz si se face



studiul cu obiectivele 10x, 20x si 40x. Pentru mentinerea cat mai exacta
a structurii aparatului reproducdtor, se poate aseza usor banda cu partea
adeziva peste cultura de mucegai din placa Petri, apoi se pune peste
picatura de lactofenol de pe lama microscopicd. Se examineazd cu
aceleasi obiective. Pentru cele doud tulpini fungice se observa forma
hifelor, prezenta septurilor hifale, prezenta conidiforilor cu organele de
fructificatie specifice genurilor Aspergillus si Penicillum.

EVIDENTIEREA MICROSCOPICA A BACTERIILOR

Bacteriile sunt microorganisme monocelulare de tip procariot, cu
un cromozom unic, cu dimensiuni medii intre 0,5 - 8 um, care se
inmultesc asexuat prin sciziune binara, izomorfa. Bacteriile au un rol
major in naturd in transformarea compusilor organici in compusi
anorganici simpli, prin procesul de mineralizare a materiei organice
nevii, contribuind la realizarea circuitelor unor elemente chimice de
importanta vitala: carbon, azot, sulf, fosfor s.a. In procesele industriale,
bacteriile sunt utilizate drept culturi starter Tn unele procese
fermentative din industria alimentara (fabricarea produselor lactate, in
panificatie, la conservarea materiilor prime vegetale), la obtinerea de
enzime, proteine, aminoacizi, acizi organici, solventi, antibiotice,
ingrasaminte biologice, insecticide , vitamine, hormoni etc.

Principiul metodei: metoda se bazeaza pe efectuarea preparatului
proaspat intre lama si lameld din culturi bacteriene obtinute din
Bacillus subtilis si Lactobacillus sp.

Materiale utilizate:

- cultura in slanturi de Bacillus subtilis;

- cultura de Lactobacillus in mediu lichid (mediul MRS);

- lame microscop;

- lamele;

- ansa;

- apa distilata.



Mod de lucru:

Pe lama microscopicd se pune o picaturd de apa sterild cu
diametrul de 0,7 -1 cm. Cu varful firului metalic se recolteaza steril, la
flacara de gaz, o portiune dintr-o cultura de Bacillus subtilis pe agar
nutritiv, in eprubete. Cultura se omogenizeaza intr-o picdturd de apa,
apoi se ia o lamela curata, se sprijinda pe lama la un unghi de 45 grade,
se deplaseazd pana cand lamela devine tangenta la picatura si se lasa sa
cada peste aceasta: lichidul in exces se absoarbe cu o hartie de filtru.
Un preparat bun nu trebuie sa prezinte bule de aer; acestea pot
determina aglomerari de celule si Tmpiedicdi o bund observare a
proprietatilor.

Pentru executarea preparatului din culturile lichide de
Lactobacillus, se recolteaza din proba omogenizata cu o pipeta din care
se lasa sad cada pe lama o picaturd, care se acopera apoi cu lamela.

Se observa cu obiectivele 20x si 40x. Se vor urmari: in ambele
cazuri- forma celulelor, eventual formarea de lanturi de bacili; prezenta
sporilor bacterieni in cazul preparatului cu Bacillus subtilis.



EXAMENUL PREPARATELOR BACTERIENE TN STARE
USCATA

Examenul microscopic studiazd morfologia si  structura
bacteriilor, precum si caracterele lor tinctoriale. Examenul microscopic
poate fi efectuat:

1. In stare nativd (preparate umede, necolorate:

(15
1

ntre lama si
lamela”, “picaturd suspendatd”), studiazd morfologia, mobilitatea
bacteriilor, unele activitati (ex.: sporogeneza)

2. In frotiuri (preparate fixate si colorate).

Prin frotiu se intelege material microbian (produs patologic sau
cultura microbiana) etalat in strat subtire pe suprafata unei lame de
microscop.

Efectuarea unui preparat in stare uscata sau frotiu consta in
etalarea probei de studiat urmata de o uscare, de o fixare si, eventual,
de o colorare. Frotiurile sunt realizate frecvent pentru bacterii sau
pentru produse care contin bacterii, rareori pentru alte microorganisme.

TEHNICA DE EXECUTARE A PREPARATELOR
USCATE. COLORATIA GRAM

Caracter tinctorial defineste capacitatea bacteriilor de a fixa
diferiti coloranti. Acestia pot fi:

e Colorantii bazici (violetul de gentianasau de metil, fucsina
bazica, albastrul de metilen, vezuvina, chrizoidina, etc) si
au afinitate pentru structurile acide ale celulei bacteriene

e coloranti acizi (eosina)

Coloratiile folosite in bacteriologie sunt:

1. Coloratiile simple - utilizeaza un singur colorant si evidentiaza
doar morfologia microbilor: dimensiune, forma, gruparea celulelor,
prezenta capsulei. Dintre coloratiile simple, uzuala si rapida este
coloratia cu albastru de metilen care coloreaza in albastru toate
elementele celulare: bacterii, leucocite, celule epiteliale.




2. Coloratiile diferentiale - evidentiaza in afara caracterelor
morfologice si reactiile de culoare ale microbilor.

Coloratia Gram si coloratia Ziehl-Neelsen (Z.N.) sunt cele mai
utilizate in bacteriologie. 1In anul 1884 Christian Gram a constatat ci
bacteriile reactioneaza diferit In urma aceleiasi tehnici de colorare si
pune bazele metodei diferentiale de colorare ce ii poartd numele, prin

care bacteriile sunt impartite in doud mari grupe: Gram - pozitive i
Gram - negative. Comportarea diferita a bacteriilor in coloratia Gram
tine de diferentele structurale ale peretelui bacterian. Bacteriile Gram-
pozitive apar colorate in violet, iar cele Gram-negative in rosu.
Leucocitele si celulele epiteliale apar cu citoplasma colorata in roz si
nucleul in rosu.

Coloratia Ziehl-Neelsen este folosita pentru identificarea
urmatoarelor grupe de bacterii;.  Mycobacterium, Nocardia,
Rhodococcus, Tsukamurella si oochistii de Cryptosporidium, Isopora,
Sarcocystis si Cyclospora.Uzual in bacteriologie coloratia Z.N. este
folosita pentru decelarea Mycobacteriilor. Acestea, spre deosebire de
alte bacterii, datorita prezentei in peretele bacterian a unor substante
ceroase, se coloreaza la cald cu fucsina bazica si rezista la decolorarea
cu acizi minerali diluati si cu alcool. Bacilii acido-alcoolo-rezistenti
apar colorati in rosu, iar bacteriile neacido-rezistente apar colorate in
albastru la fel ca leucocitele si celulele tisulare, a caror citoplasma se
coloreaza in albastru deschis cu nucleul albastru inchis.

In timp s-au dezvoltat numeroase modificari de la metoda
originala descrisa de Ziehl in 1882 si Neelsen in 1883, cea mai
utilizata fiind cea descrisa de Kinyoun.

3. Coloratii speciale pentru structuri particulare ale unor bacterii
(capsula - tus India; granulatii metacromatice - Del Vecchio, spori-
verde malachit).

Controlul intern de calitate al frotiurilor este obligatoriu si se face
cu martor pozitiv si negativ.In cazul coloratiei Gram folosim urmatorii
martori:

- martor pozitiv: Staphylococcus aureus ATCC 25923;

- martor negativ: Escherichia coli ATCC 25922.




Principiul metodei: Colorarea diferentiatid a celulelor in functie
de structura peretelui celular, prin metoda Gram, are la baza o tehnica
in mai multe etape. In prima etapi, celulele sunt colorate cu colorantul
bazic cristal-violet, utilizat drept colorant primar. Cea de a doua etapa
cuprinde tratamentul cu o solutie de I, / KI, cu rol de mordant, care
mareste interactia dintre colorant si componentele celulei. A treia etapa
este reprezentatd de spalarea cu alcool-acetond, unde se diferentiaza
cele doua tipuri de bacterii; cele Gram pozitive retin cristalul violet, in
timp ce bacteriile Gram - negative pierd colorantul primar si devin
incolore. In final, acestea din urmi sunt colorate cu un alt colorant,
secundar, cum este safranina sau fuxina. In acest mod, cele doui
categorii de bacterii raman colorate diferit, putand fi diferentiate in
functie de structura peretelui lor celular.

Gram pozitiv (Gram negati

Fixare :
- J -
"‘ Calorari primara "
- ratare cu io .
'l‘- Trat l d "
’ Decolorare D
L |

’: Recolorare ’:

Materiale utilizate:
- cultura bacteriana;

- violet de gentiana;

- fenol cristalizat;

- jod;

- iodura de potasiu;

- alcool;

- acetona;

- fuxina sau safranina
- ulei de imersie;



- lame de sticla;

- balanta;

- pipete;

- baloane cotate;

- sticlute picuratoare.

Mod de lucru:
A. Prepararea solutiilor
1. Violet de gentiana:

- violet de gentiana......... lg
- fenol cristalizat............ 5¢g
- alcool etilic 96 %......... 10 ml
- apa distilata.............. 100 ml

Se tritureaza cristalele in mojar, se adaugd cateva picaturi de
glicerind si treptat, alcoolul, pand devine ca o pastd, si apoi cantitatea
de apa. Se pastreaza 48 ore, dupa care se filtreaza si se foloseste la
colorarea dupa Gram.

2. Solutie de Lugol:

- iod metalic.................. lg
- iodura de potasiu.......... 2g
- apa distilata.............. 300 ml

Se dizolva iodura de potasiu in 5 ml apa, se adauga cristalele de
iod si se dizolva, apoi se adauga restul de apa pana la 300 ml.

3. Fuxina Ziehl:

- fuxina bazica............... lg
- fenol cristalizat............ 5¢
- alcool etilic 96%......... 10 ml
- apa distilata............. 100 ml

Se tritureaza cristalele Tn mojar, se amesteca cu cateva picaturi de
glicerina, se adauga alcoolul treptat, pana se formeaza ca o pasta si se
adauga apa distilata. Se filtreaza dupa un repaos de 48 ore. Pentru
solutia diluata se face un amestec cu apa distilata in proportie de 1/10.



B. Etapele de obtinere a frotiurilor colorate sunt urmatoarele:

e Pregitirea lamei: Lama perfect curatd se sterilizeaza prin treceri
consecutive ale ambelor fete prin flacdra becului de gaz si se lasd
sd se raceasca pe stativ, in pozitie inclinata.

e Etalarea suspensiei de celule: Preparatul se realizeaza in picatura
de apa sterild in care se suspenda celulele recoltate cu firul de
inoculare. Suspensia de celule se intinde prin deplasarea firului
ansei tangent cu lama, ntr-un strat uniform. Preparatul de pe lama
pe care s-a facut etalarea si uniformizarea materialului biologic
poarta numele de frotiu.

e Uscarea frotiului: Dupa uniformizare, frotiul se ageaza pe stativul
de uscare sau se mentine in curentul de aer cald, la distanta de
flacara becului de gaz, pentru a se produce evaporarea lichidului
si atasarea celulelor bacteriene de suprafata lamei.

e Fixarea frotiului constd in omoridrea si aderarea la lama a
celulelor microbiene. Fixarea prin caldura se face trecand frotiul
uscat de trei ori, cu o miscare lenta, prin flacara becului de gaz, cu
fata opusa celei pe care se afla preparatul.

C. Tehnica de colorare consta in urmatoarele:

e Frotiul uscat si fixat se acoperd cu violet de gentiana, care se
mengine 1-2 minute, dupa care se scurge si se clateste cu apa.

e Frotiul se acopera cu solutie Lugol, cu rol de mordant, timp de 1
minut; se scurge si se clateste cu apa;

e Spalarea frotiului Tn 2-3 randuri, cu picaturi din amestecul de
alcool-acetona (3/1);

e Frotiul se spala cu apa in jet subtire si se coloreaza cu o solutie de
fuxina diluata (1/10), care se mentine pe preparat 1-2 minute, se
scurge excesul de colorant, se spala cu apa;

e Uscarea frotiului §i examinarea preparatului cu obiectiv de
imersie.

Celulele Gram pozitive vor apare colorate in violet, celulele Gram
negative, in rosu.



EXAMENUL PREPARATELOR BACTERIENE TN STARE
USCATA

O metoda de coloratie simpla se poate realiza si prin colorare cu
un singur colorant, in care tot ce exista in frotiu (bacterii, fungi)
colorandu-se Tntr-o unica culoare

Materiale utilizate:

- cultura bacteriana;

- albastru de metil;

- alcool;

- ulei de imersie;

- lame de sticla;

- balanta;

- pipete;

- baloane cotate;

- sticlute picuratoare.

Modul de lucru:

Pregatirea colorantului:

Se cantaresc 10 g de albastru de metilen, se introduc intr-un
mojar, se mojareaza fin se adauga 100 ml alcool 96%. Aceasta se
pastreaza 7 zile la maturare la termostat si se va agita zilnic. Dupa
aceasta perioada la 20 ml din aceasta solutie se adauga 4g fenol
cristalizat si 180 ml de apa distilata. Dupa omogenizarea sa perfecta se
poate utiliza.

Prepararea frotiului

1. Etalarea materialului microbian (cultura microbiana) in strat
subtire pe suprafata unei lame de sticla degresata.

Pregitirea lamei: Lama perfect curatd se sterilizeaza prin treceri
consecutive ale ambelor fete prin flacara becului de gaz si se lasa sa se
raceasca pe stativ, in pozitie inclinata.

Etalarea suspensiei de celule: Preparatul se realizeaza in picatura
de apd sterild in care se suspendd celulele recoltate cu firul de
inoculare. Suspensia de celule se ntinde prin deplasarea firului ansei



tangent cu lama, intr-un strat uniform. Preparatul de pe lama pe care s-a
facut etalarea si uniformizarea materialului biologic poartd numele de
frotiu.

2. Uscarea

Dupa uniformizare, frotiul se aseaza pe stativul de uscare sau se
mentine in curentul de aer cald, la distanta de flacara becului de gaz,
pentru a se produce evaporarea lichidului si atasarea celulelor
microbiene de suprafata lamei.

3. Fixarea (termica, chimica).

Fixarea frotiului consta in aderarea la lama a celulelor microbiene.
Fixarea prin cdldurd se face trecand frotiul uscat de trei ori, ptr 5-10
secunde, cu o miscare lenta, prin flacara becului de gaz, cu fata opusa
celei pe care se afla preparatul. Trecerea se face in acea pozitie fata de
flacara care asigura o temperatura suportabila la atingere de catre partea
dorsala a mainii.

4. Colorarea. Asigura contrastul dintre microorganisme si fondul
preparatului.

Frotiul uscat si fixat se acoperd cu albastru de metilen si se
pastreaza in aceasta stare 2-5 minute, apoi se varsa colorantul. Se spala
lama cu apa, se usuca si se examineaza la microscop

5. Examinarea frotiului la microscopul optic cu imersie.

Rezultat la microscop:
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Aceasta este o metoda de coloratii simple - colorare cu un singur
colorant, tot ce exista in frotiu (bacterii, fungi) colorandu-se intr-o
unica culoare.



OBTINEREA INOCULULUI DE LABORATOR PENTRU
OBTINEREA B-GALACTOZIDAZEI FOLOSIND E. COLI CA
MICROORGANISM PRODUCATOR

Obiectiv:

- familiarizarea studentilor cu modul de pregatire al inoculului de
laborator si vizualizarea/analiza modului in care se dezvolta
microorganismele de la o singura colonie la inocul utilizat pentru un
bioreactor de laborator.

- cumularea tuturor tehnicilor studiate n primele sedinte de laborator
(pregatire si sterilizare mediu de culturd, prelevarea unei colonii dintr-0
cutie Petri/eprubetd cu mediu inclinat, vizualizarea microorganismelor
la microscop) intr-un singur proces

- introducerea tehnicilor de analiza a biomasei (analiza densitatii
optice) in vederea obtinerii curbei de crestere a microorganismelor i
identificarea etapelor de dezvoltare a biomasei intr-un proces de
biosintezd (inoculul pentru fermentatie trebuie sa atingd faza
exponentiala — fiind importanta identificarea acestei etape practic,
pentru a face inocularea in momentul optim)

Introducere

Escherichia coli (pe scurt E. coli) este un microorganism de o
importantd cruciald in biotehnologia moderna, fiind folosit pentru a
stoca secvente de ADN din alte organisme, pentru a produce
proteine/enzime vitale si pentru a testa functia proteinelor.

E. coli este o bacterie lactozo-pozitiva (descompune lactoza),
gram-negativa, oxidazo-negativa, ce apare la microscop sub forma
cilindrica. Face parte din grupa enterobacteriilor care traieste ca epifit
in tractul digestiv, fiind denumita in 1919 dupa numele bacteriologului
germano-austriac Theodor Escherich, care a descoperit-o. Exista un
numar mare de tulpini (sau subtipuri) de E. coli cu caracteristici
diverse, iar majoritatea sunt inofensive pentru oameni, inclusiv E. coli



ATCC 15224. Acest fapt cumulat cu cresterea sa rapida in medii bine
cunoscute din punct de vedere chimic si relativ ieftine, faptul cd nu
formeaza agregate/asocieri, existenfa unor cunostinte extinse despre
genetica $1 genomica sa, au facut ca acest microorganism sa fie extrem
de utilizat la nivel de laborator.

B-galactozidaza, EC 3.2.1.23, este o enzimd importantd in
industria produselor lactate si medicale. Se foloseste pentru obtinerea
produselor lactate cu continut redus de lactoza, utilizat pentru lapte
condensat sau Inghetatd, pentru accelerarea timpului de coagulare
pentru branza si iaurt si, de asemenea, pentru valorificarea zerului. -
galactozidaza, in E. coli, existd ca tetramer a patru subunitati identice
(compusi din 1024 aminoacizi) care catalizeaza, la un pH optim de 7,2,
hidroliza beta-galactozidelor. Reactia naturalad catalizata de beta-
galactozidaza este de a hidroliza dizaharida lactoza la galactoza si
glucoza (Fig. 1).

CH,0H GH,OH HO
HO o 1° H 12
| H \
HO OK p-Galactozidaza 10
Lactoza Glucoza Galactoza

Fig. 1. Reactia catalizata de betagalactozidaza

Prin inocularea de celule, apartindnd unei culturi pure, Intr-un
mediu nutritiv steril se poate stabili dinamica de crestere prin studiul



vitezel de acumulare a biomasei sau prin cresterea numarului de celule
raportat la unitatea de volum a mediului.

In conditiile experimentale procesul evolueazi intr-0 serie de
faze succesive (Fig. 2).

log numar celule

4

4
timp

Fig. 2. Curba de multiplicare a microorganismelor

1+2-faza de repaos (faza lag); 1+a-perioada de adaptare; a+2-
perioada de refacere;
2+3-faza exponentiala; 3+4-faza stationard;3+b- perioada de
spor de crestere negativ;
b+4-perioada de stationare propriu-zisa;5-faza finald de declin.

1) Faza de latenta, de crestere zero sau de lag reprezintad etapa
de timp cand dupa inoculare numarul celulelor ramane neschimbat, sau
chiar scade, noile conditii de mediu implica latenta inductiei acelor
enzime necesare pentru adaptarea la mediul nutritiv. Faza de latentd
apare, deci ca o perioada de adaptare la conditiile noi de cultura, in care
microorganismele viabile din inocul 1si acumuleaza in celulda metaboliti
si sistemele necesare cresterii, in cazul in care aceste componente
biochimice le lipseau datorita conditiilor de mediu anterioare inocularii.
Daca la inoculare se utilizeaza o culturd viguroasa, aflata in faza activa
de crestere, In mediul cu o compozitie similara, faza lag este scurtd sau
poate sa fie absenta.



2) Faza de multiplicare exponentiala sau de crestere
logaritmica este caracterizata prin aceea cd, dupad o scurta perioada de
accelerare a ritmului de crestere, in care multiplicarea se produce cu o
viteza progresiva marita, acest ritm devine constant si caracteristic in
anumite conditit de culturd, durata unei generatii fiind minima.
Perioada de echilibru poate fi mentinutd numai atat cat nu intervin
alterari importante, pe care cresterea le poate provoca in compozifia
mediului. Celulele aflate in faza exponentiald de multiplicare sunt cele
mai potrivite pentru inoculare intr-un bioreactor de volum superior.

3) Faza stationara (de maturare) in care numarul celulelor
viabile este maxim §i rdimane constant o perioadd de timp. Celulele de
microorganisme au in aceastd faza caracteristicile morfologice cele mai
tipice genului si speciei. Aceastd fazd poate fi prelungita atunci cand
urmarim pastrarea culturii pure, prin modificarea unor factori care scad
viteza de metabolism celular.

4) Faza de declin se caracterizeaza printr-o scadere in progresie
geometrica, in raport cu timpul, a numarului de celule vii. Pe masura ce
mediul devine mai putin favorabil, celulele vii nu se mai multiplica
(desi activitatea lor mai continua un timp), dupa care mor si intrd in
autoliza.

Scopul lucrarii:
- Obtinerea inoculului de laborator prin cultivarea bacteriei E
coli

Modul de lucru:

E. coli ATCC 15224, tulpina mutanta care nu necesita lactoza in
mediu pentru productia de [-galactozidaza, va fi utilizatd pentru
obtinerea unei culturi in faza exponentiald care sa poatda fi utilizata
pentru un bioreactor cu volumul util de 11.

Mediul de cultura (100 ml) utilizat va fi: glucoza 3 g/I, peptona
10 g/1, extract de carne 5 g/1, clorura de sodiu 5 g/l. Se prepara separat
solutia de glucoza de restul mediului de cultura (pentru a evita



formarea compusilor cu actiune inhibitorie asupra microorganismelor
in timpul sterilizarii), tinandu-se cont de volumul total al mediului.
Mediul preparat se ambaleazd corespunzator (flacon Erlenmayer
prevazut cu dop de vatd care sda permitd trecerea aerului si folie de
aluminiu pentru protectie impotriva contamindrii) §i1 Se supune
sterilizarii in autoclavul BIOBASE la programul 1 (120°C timp de 20
min). La finalizarea procesului de sterilizare se asteaptd pana la
scaderea temperaturii autoclavului sub valoarea de 80°C cand se pot
aduce flacoanele la nisa sterild, avand fluxul laminar pornit.

Dupa racirea mediului la temperatura de 35-40°C (aproximativ
15 min), se va amesteca solutia de glucoza cu restul mediului si se va
realiza inocularea. In acest scop, se va utiliza 0 eprubeta cu mediu
inclinat care contine cultura purda de E. coli. La nisa sterila, se va
antrena cu ajutorul ansei microbiologice sterilizata prin incalzire la rosu
in flacara becului de gaz si racitd, (pentru a evita distrugerea
microorganismelor), o singura colonie de pe suprafata agarului.
Aceasta va fi trecutd in flaconul cu mediu. Dupa agitarea mediului
pentru dispersarea coloniei, flaconul cu mediu se va trece Tn incubator
la temperatura de 37 °C. Din 20 in 20 de minute flaconul va fi aduc la
nisd si se vor preleva probe pentru determinarea densitatii optice (0.5
ml cu pipeta sterild).

Densitatea optica se analizeaza spectrofotometric la lungimea de
unda 600 nm, dupa dilutie 1:5 cu o solutie de 9g/I NaCl (care va inhiba
dezvoltarea microorganismelor).

Din probele obtinute prin dilutie, se va analiza cate 0.1 ml la
microscop in preparat lama/lamela dupa fiecare proba pentru a verifica
sterilitatea si pentru a vizualiza si la microscop cresterea numarului de
microorganisme. Pentru penultima proba se va realiza si un preparat
colorat Gram.

Prelucrarea datelor:

Se va reprezenta grafic in functie de timp densitatea opticd pentru a
putea pune in evidentd etapele de crestere a microorganismelor
(dezvoltarea biomasei) — Fig. 2.
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Observatii:

! Utilizati manusile din laborator pentru protectie la transportul
flacoanelor fierbinti.

! Utilizati doar instrumente sterile la prelevarea proelor din
flacoane 1in timpul procesului de fermentatie pentru evitarea
contaminarii.




DETERMINAREA VITEZEI DE CRESTERE A COLONIILOR
DE FUNGI

Dezvoltarea fungilor are loc destul de rapid in conditii favorabile,
astfel cd in interval de 2 - 3 zile pe mediu nutritiv se formeaza colonii
vizibile, care cresc in diametru. Tn cazul mucegaiurilor inferioare
caracterizate prin miceliu coenocitic, neseptat, coloniile se dezvolta
rapid, sunt extinse, cu tendinta de a ocupa tot spatiul disponibil, avand
aspect paslos si culori alb, bej, cenusiu, brun. Mucegaiurile superioare
caracterizate prin miceliu septat formeaza colonii cu crestere radiara
limitatd si culori ce difera de la alb la galben, brun, verde, portocaliu,
albastru.

Principiul metodei:

Viteza de crestere a mucegaiurilor se poate determina prin cultivarea
acestora 1n placi Petri, prin intepare centrald si masurarea zilnicd a
diametrului coloniei, pana la invadarea completd a suprafetei placii.
Pentru microorganismele cercetate , aparitia sporilor coincide cu
colorarea zonei respective, incepand cu centrul coloniei.

Materiale utilizate:

- placi Petri sterile;

- ansa microbiologica;

- mediu de cultura: extract de malt - agar in flacoane Erlenmayer;

- solutie acid lactic 5 %, sterila;

- hértie indicatoare de pH;

- material biologic -cultura Tn slanturi de Pencillum, Aspergillus sau alt
fung

- baie de apa termostata;

- bec de gaz.

Mod de lucru:
Mediul de cultura se topeste pe baia de apd, apoi se termostateaza la 45
°C. Se adaugi solutia sterild de acid lactic pand cand pH-ul devine 3,5,



valoare la care este inhibata dezvoltarea bacteriilor, dar nu si a
mucegaiurilor.

Se toarnd 15-20 ml mediu de cultura in fiecare placa Petri si se lasa la
temperatura camerei pentru solidificare.

Cu varful acului de inoculare, se recolteaza o micd portiune din cultura
sporulatd din eprubeta cu cultura de mucegai si se Tnsamanteaza prin
intepare in partea centrala a placii, cu mare atentie pentru a nu se
raspandi sporii pe suprafata mediului de cultura. Cutia se va inchide cu
banda adeziva si se termostateazd la temperatura camerei, masurandu-
se zilnic diametrul coloniei.

Se determinad viteza de crestere, V egtere, dupd formula:

Virestere = diametrul maxim al coloniei / nr.zile (ore)



ESTIMAREA DENSITATII POPULATIILOR MICROBIENE

Numararea microorganismelor se executd in mod frecvent in
laboratorul de microbiologie, Tn vederea aprecierii stadiului de
multiplicare a celulelor din diferite culturi folosite Tn industrie sau
pentru determinarea gradului de contaminare a unor produse, in special
alimentare. Pentru a asigura o numarare rapida si in acelasi timp
precisd, tinand cont ca incarcatura microbiana a diferitelor produse si
culturi poate sd fie foarte ridicata, se recomandd in prima etapa sd se
efectueze diludri ale produsului supus analizei microbiologice.

TEHNICA OBTINERII DILUTIILOR DECIMALE

Dupa recoltare, la omogenizarea probelor destinate analizei
microbiologice, se recomanda ca raportul intre produs si diluant sa fie
de 1:10, obtinandu-se astfel prima dilutie (dilutie 10™). Pentru
efectuarea urmatoarelor dilutii decimale, cu o pipeta sterila, se
barboteaza lichidul pentru omogenizare , se recolteaza 1 ml din dilutia I
si se scurge lichidul in altd eprubetd cu 9 ml ser fiziologic steril,
obtinandu-se dilutia a II-a (dilutie 10) si se continua procedeul pana la
obtinerea dilutiei necesare. Gradul de diluare este conditionat de
numarul presupus de microorganisme din proba de analizat; cu cat
numarul este mai mare, cu atit se fac mai multe dilutii. Pentru
majoritatea produselor sunt suficiente 4 - 8 dilutii succesive.

Cand se face numadrarea celulelor dintr-o anumitd dilutie
consideratd corespunzatoare, numarul obtinut se multiplicd cu
coeficientul de dilutie “k”, pentru a obtine numarul de celule existent in
produsul initial (pentru d I, k = 10, pentru d Il, k = 100 etc).

Pentru evitarea erorilor se recomanda omogenizarea continutului
eprubetelor in care s-a facut diluarea fie prin rotirea eprubetei intre
palme, fie, cu ajutorul pipetei sterile, prin barbotare, Tnainte de
recoltarea volumului de 1 ml destinat urmatoarei dilutii. Se iau toate



masurile de precautie pentru a evita contaminarea cu microorganisme
din mediul ambiant, lucrand in zona de protectie din jurul flacarii
becului de gaz si respectand regulile de manipulare.

1mil 1mi 1ml

o vV

Suspensie initiala 1: 10 1:100 1:1000

Dupa efectuarea dilutiilor decimale, numararea
microorganismelor se poate realiza prin metode directe, cu ajutorul
camerelor de numarare sau prin metode indirecte.



ESTIMAREA NUMARULUI DE CELULE MICROBIENE PRIN
METODA CULTURALA

Principiul metodei:

Metoda culturala Koch constd in insamantarea unui volum
cunoscut din suspensia de celule in / sau pe medii de cultura solidificate
in placi Petri si, dupd o perioadd de incubare, se face numdratoarea
coloniilor considerand cd fiecare colonie este rezultatd prin
multiplicarea unei singure celule. Metoda cultivarii in placi este foarte
adesea folosita pentru determinarea numarului de microorganisme vii
dintr-un produs si permite, in acelasi timp, o analiza calitativa prin
studiul caracterelor morfologice ale coloniilor dezvoltate. De obicei se
utilizeaza dilutiile decimale ale produsului de analizat.

Rezultatul se exprima in UFC (unitdfi formatoare de colonii),
deoarece pot exista mai multe celule aglomerate care formeaza o
colonie, iar in cazul mucegaiurilor existd fragmente multicelulare de
hife; in plus, existd destule celule izolate care nu formeaza colonii. Se
vor alege placile care contin intre 30 si 300 colonii.

1ml 1ml 1ml
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Materiale utilizate:

- mediu de cultura: agar nutritiv sterilizat in flacoane Erlenmayer
de 500 ml,

- placi Petri sterile;

- pipete sterile;

- eprubete cu cate 9 ml apa sterila;

- probe de apa din diferite surse;

- baie de api la 45 °C;

- termostat la 37 °C;

- dispozitiv de numarat colonii.

Mod de lucru:

Mediul de cultura continut in balonul Erlenmayer se pune la topit
pe baie de apa. Dupa fluidificarea completa, se termostateaza, tot pe
baie de apa la 45 °C.

Folosind pipeta sterila, se pregatesc cate 3 dilutii din probele de
apa si apoi se recolteaza cate 1 cm® din aceste dilutii sI, prin desfacerea
placii Petri sterile, se lasa sa treaca numai pipeta si se scurge conginutul.

Peste volumul de suspensie se toarna mediul de culturd steril la
42-45 °C si, imediat, prin rotirea in plan orizontal a plicii, se face
omogenizarea cu mediul §i se lasd in repaos pentru solidificarea
mediului si fixarea celulelor. Se recomanda ca din aceeasi dilutie sa se
faca Tnsamantari in cate doua placi paralele.

Placile cu mediile insdmantate se introduc in termostat, reglat la
temperatura de 37 °C, pentru dezvoltarea microorganismelor.
Numararea coloniilor se va face dupa 72 ore. Pentru numarare se aleg
placile in care numarul de colonii este cuprins intre 30 - 300, acolo
unde este posibil. Tn cazul In care coloniile sunt dese, pentru a nlesni
numaratoarea, placa Petri se inverseaza si se aseaza pe numaratorul de
colonii .

La metoda culturii, toate operatiunile se executd cu multa atentie
evitdndu-se orice sursa de infectare cu microorganisme striine, care,
ajungand in placa ar influenta rezultatul analizei.

Numarul de unitati formatoare de colonii este dat de formula:



UFC/ml = Nr. colonii x coeficientul de dilutie



DETERMINAREA NUMARULUI DE MICROORGANISME iN
MEDII LICHIDE

Aceasta metodd se bazeaza pe efectuarea de dilutii cu care este
insamantat mediul de culturd lichid. Dilutiile se efectueaza din 10 in
10, pornind de la suspensia initiald pentru care se determind numarul de
germeni.

Mediul de cultura ales convenabil este repartizat steril cate 9 ml
in fiecare tub. Serii de 3 sau 5 tuburi vor fi insamantate cu cate 1
mililitru din suspensia initiald, apoi din dilutiille decimale in ordine
descrescatoare a densitatii celulelor (fiecare noua serie antreneaza un
nou factor 10 de dilutie). Dupa incubare se procedeazda la citirea
rezultatelor, considerandu-se pozitive tuburile in care este vizibila
cresterea (sau este vizibild o activitate biologica: virajul unui indicator
de pH, degajare de gaz sau altele) si negative celelalte.

Pentru fiecare serie de culturi provenite din aceeasi dilutie, se
numara tuburile pozitive, care pot fi:

1. -0, 1 sau 2 pentru 2 tuburi;
2. - 0,1, 2sau 3 pentru 3 tuburi;
3.-0,1,2,3,4sau 5 pentru 5 tuburi.

Se compune astfel un numar caracteristic, format din cifrele
corespunzatoare pentru trei dilutii succesive (pentru cazul 2), prima
dilutie utilizata fiind cea mai concentrata. Numarul este alcatuit din trei
cifre §1 anume: prima cifrd reprezintd numarul de eprubete din ultima
dilutie in care s-a observat cresterea in toate eprubetele insamantate,
urmatoarele doua cifre reprezintd numarul de eprubete pozitive din
urmatoarele doua dilutii succesive. Interpretarea acestui test se bazeaza
pe date statistice. Tabelele elaborate dau pentru fiecare numar
caracteristic, numarul de celule cel mai probabil dintr-un mililitru din
tubul corespunzator primei cifre din numarul caracteristic.

Numarul de microorganisme dintr-un gram sau mililitru din
produsul inifial se calculeazd inmultind numarul din tabel



(corespunzator cifrei caracteristice) cu coeficientul de dilutie
corespunzator primei cifre din caracteristica.

Concentratia initiald se calculeazd tinand cont de dilutiile
efectuate. De exemplu, pentru numarul caracteristic 210 (care
inseamna 2 tuburi pozitive pentru cea mai mare densitate de celule, un
tub pozitiv pentru cea medie si toate tuburile negative pentru densitatea
cea mai micd), in tabel corespunde numarul cel mai probabil de celule
1,5 / ml, care se va Inmulti cu coeficientul de dilutie. Daca, de
exemplu, dilutia a fost 10, au fost initial 150 celule / ml.

in tabelul urmator (numit tabelul lui Mac Grady) se prezinta
relatia intre numdrul caracteristic corespunzator pentru trei tuburi
insdmantate si numarul cel mai probabil de celule:

Numar Numar Numar Numar de | Numar Numar de
caracteristic de celule | caracteristic | celule caracteristi | celule
c
000 0,0 201 14 302 6,5
001 0,3 202 2,0 310 4,5
010 0,3 210 1,5 311 7,5
011 0,6 211 2,0 312 11,5
020 0,6 212 3,0 313 16,0
100 0,4 220 2,0 320 9,5
101 0,7 221 3,0 321 15,0
102 1,1 222 3,5 322 20,0
110 0,7 223 4,0 323 30,0
111 1,1 230 3,0 330 25,0
120 1,1 231 3,5 331 45,0
121 1,5 232 4,0 332 110,0
130 1,6 300 2,5 333 140,0
200 0,9 301 4,0




DETERMINAREA BACTERIILOR COLIFORME DINTR-UN
PRODUS ALIMENTAR

Pentru a reflecta calitatea microbiologica a produselor
alimentare in timpul fabricatiei, Tn timpul conservarii, cat si pentru a
asigura protectia fatd de microorganismele patogene transmisibile prin
alimente, se efectucaza analize microbiologice in scopul de a garanta
siguranta igienei pentru consum.

Bacteriile coliforme fac parte din categoria microorganismelor
indicatori igienico-sanitari, fiind bacterii Gram negative nesporulate,
aerobe sau facultativ anaerobe, ce pot sd se inmulfeascd in prezenta
sarurilor biliare, capabile de a fermenta lactoza cu producere de gaze.

Principiul metodei: Metoda pentru determinarea bacteriilor coliforme
include teste prezumptive si de confirmare, bazate pe capacitatea
bacteriilor coliforme de a fermenta lactoza cu producere de acid lactic,
CO, si Hy, in timp de 48 ore la 37°C.

Testul prezumptiv constd in inocularea probei in mediul nutritiv
de imbogatire cu lactoza, favorabil atat coliformilor cat si altor bacterii
capabile sa foloseascd lactoza drept sursd de carbon. Aprecierea
probelor pozitive se face fie in functie de acumularea de gaze in tubul
Durham  (plutitor), fie ca urmare a modificarii pH-ului datoritd
acumularii de acizi.

Testul de confirmare constd din inocularea culturilor din
eprubetele pozitive ale testului prezumptiv, pe medii selective care
inhiba dezvoltarea bacteriilor insotitoare si evidentiaza bacteriile
coliforme.

Materiale utilizate:
- proba de analizat (apa, carne tocatd, produse lactate etc)
- eprubete Tn care a fost introdus tubul Durham
- bec de gaz
- termostat



- stativ pentru eprubete
- mediul pentru testul prezumptiv:
bulion lactozat - peptona ........... 10g

- extract de carne....3g
- lactoza .............. S5¢g
-apadist. .......... 1000ml
sau mediu Mac Conkey (conform cataloagelor de medii de cultura)
- mediu pentru testul de confirmare - bulion bila lactoza verde briliant
(BLBV) sau
- bulion E.C. (conform catalog)

Mod de lucru: Mediile lichide de cultura se introduc in eprubetele ce
contin tuburile Durham rasturnate, astfel incat sa nu ramana aer in
acestea, in volum de aproximativ 10 ml, in functie de grosimea
eprubetei. Se sterilizeaza prin autoclavare, dupa indicatiile de pe
flaconul cu mediu deshidratat.

Din proba de analizat si din dilutii decimale succesive se
inoculeaza cate 1 ml in cate 3 eprubete cu mediu pentru testul
prezumptiv (ce contin tuburile Durham inversate) si se incubeaza 24 -
48 ore la 37OC, dupa care se citesc rezultatele, conform tabelului de mai
sus. Se considera pozitive eprubetele n care se inregistreaza tulburarea
mediului de cultura, acumulare de gaz in plutitor (mai mult de 1/3 din
volum) si, unde este cazul, virarea indicatorului de pH.

Pentru testul de confirmare, din eprubetele pozitive se recolteaza
cate o ansd (fir cu bucld) si se face inocularea Tn mediul pentru
confirmare. Se termostateaza 48 ore la 37°C, se citesc rezultatele.

Dupa inmultirea numarului citit in tabel cu factorul de dilutie, se
obtine numarul cel mai probabil de coliformi /g sau ml proba de
analizat (MPN = most probable number).



EVIDENTIEREA METABOLISMULUI GLUCIDIC AL
MICROOGANISMELOR

Glucidele (monozaharide, dizaharide, polizaharide) pot fi
degradate de bacterii urméand una din cele doud cdi principale: oxidarea
(n aerobiozd) sau fermentatia (in anaerobioza).

Principiul metodei: Metoda se bazeaza pe virarea culorii unui
indicator de pH datorita metabolizarii zahdrului de catre tulpina
bacteriana.

Materiale utilizate:

- cultura bacteriana

- eprubete cu dop de vata

- ac de inoculare

- bec de gaz

- baie de apa la fierbere

- parafina sterila

- mediul de cultura: (se va utiliza mediul Hugh - Leifson)

-peptona..............oeennn. 2g
- extract de drojdie............ lg
-NaCl.....ooooiiii S5g
- K2HP04 ....................... 0,2g
- albastru de bromtimol....... 0,08¢g
-agar-agar.............ooueennn. 2,5¢
- zaharul adaugat.............. 10
- apa distilata................ 1000ml
- termostat
- autoclav

Mod de lucru: Mediul de cultura repartizat cate 10 ml in
eprubete, se sterilizeazi separat de glucidul ce trebuie testat, la 121°C
timp de 20 minute. Dacda mediul a fost preparat mai inainte, se
regenereaza prin topire intr-o baie de apa la fierbere, se adauga glucidul
ce trebuie testat, dupd care se solidifica. Se inoculeazd tuburile prin
intepare in profunzime, pand la baza mediului din cultura de studiat.



Pentru fiecare glucid se vor realiza cate doud tuburi, din care unul se va
acoperi cu un strat de ulei de parafina sterila (5 mm indltime).
Tuburile se vor incuba la 30 sau 37°C timp de 48 ore sau mai
mult, dupa care se va observa modificarea culorii mediului de cultura
A. Culoare galbena in ambele tuburi (cu sau fara ulei):
e fermentarea zaharului
B. Culoare galbena (in suprafatd) in tubul fara ulei:
e oxidarea zaharului
Fermentarea unui zahar poate fi insotitd de o degajare de gaz.
C. Culoare verde 1n ambele tuburi (cu sau fara ulei):
e zaharul nu a fost metabolizat
D. Culoare albastra in tubul fara ulei si verde in tubul cu ulei:
e alcalinizare datorata utilizarii peptonei



STUDIUL EFECTULUI ANTIBIOTICELOR ASUPRA
MICROORGANISMELOR

EFECTUAREA ANTIBIOGRAMEI PRIN METODA
DISCURILOR

Antibioticele sunt substante a caror actiune antibacteriana se
exprima astfel:
e prin inhibarea multiplicarii  bacteriilor -  efect
bacteriostatic
e prin distrugerea bacteriilor - efect bactericid

Evidentierea actiunii bacteriostatice a unor antibiotice prin
metoda discurilor

Principiul metodei: Cand un antibiotic este plasat pe suprafata
unui mediu de cultura gelozat, in cutii Petri, acesta difuzeaza dupa un
gradient de concentratie. Bacteria insamantatd nu se va dezvolta la
concentratii ale antibioticului superioare unei marimi numitd C.M.I.
(concentratic minimd de inhibitie). In jurul discurilor de hartie
impregnate cu antibioticul respectiv se vor observa zone concentrice de
inhibitie, al caror diametru este dependent de sensibilitatea mai mare
sau mai mica a tulpinii testate fata de acest antibiotic.

Materiale utilizate:

- cultura bacteriana

- cutii Petri

- discuri de hartie impregnate cu diferite antibiotice (discurile au
un diametru de aproximativ 0,6 cm si sunt inscriptionate cu denumirea
prescurtatd a antibioticului respectiv; concentratia de antibiotic este
mentionata de obicei de firma producatoare pe ambalaj).

- eprubete cu apa sterila

- pipete sterile de 5 ml

- bec de gaz



- termostat
- mediul de cultura: agar nutritiv

Mod de lucru: Se sterilizeaza mediul de cultura sl eprubetele
cu apd prin autoclavare 20 minute la 121°C, apoi se toarnd in plicile
Petri s1 se lasa sa se solidifice. Se pregateste inoculul prin obtinerea
unei suspensii de celule bacteriene 1n apd sterild, astfel incat
concentratia acestuia si fie de 2 -3 x 10° UFC/ml. Aceastd concentratie
bacteriana trebuie sd permita obtinerea de colonii confluente pe
Suprafata mediului de cultura. De asemenea, este indicat ca inoculul si
provind dintr-o culturd bacteriand veche de 24 ore, aflatd in faza
stationard. Insimantarea mediului de culturd din plicile Petri se
realizeaza prin “inundarea” intregii suprafete cu 2 -4 ml din dilutia
obtinutd din cultura bacteriana, iar excesul de lichid se scurge prin
aspirare cu o pipetd Pasteur. Se aplica apoi discurile de testat fie cu
ajutorul distribuitorului automatic, fie cu o pensa (sterilizatd prin
flambare), Tn mod aseptic, apasand usor pe discuri pentru a asigura
aderenta la mediu. Acest din urmad procedeu este tot mai rar
intrebuintat. Incubarea are loc 16 - 18 ore la 37°C.

Se masoara diametrul zonei de inhibitie si se compara influenta
diferitelor antibiotice asupra tulpinii bacteriene testate, mentionandu-se
cel mai eficient antibiotic precum si cel cu actiunea cea mai slaba.




BIOSINTEZA PE CALE MICROBIANA A UNOR
COMPUSI DE INTERES INDUSTRIAL

Microbiologia industriald a devenit o parte importanta a
microbiologiei, avand ca domeniu de studiu utilizarea
microorganismelor in scopul producerii de metabolifi de interes
industrial, farmaceutic, agricol, pentru conservarea mediului etc.

Produsii de origine microbiana sunt clasificafi in metaboliti
primari si secundari. Metabolitii primari sunt reprezentati de
compusii aflagi In legdturd cu sinteza componentelor celulei
microbiene, produsi cel mai adesea 1n faza de crestere exponentiala sau
trofofaza. Acestia includ aminoacizi, nucleotide, enzime, produsi finali
de fermentatie cum sunt etanolul sau acizii organici.

Metabolitii secundari se acumuleaza in mediul de culturd in
idiofaza, adica in perioada urmatoare fazei de crestere exponentiale;
acestia sunt compusi care nu au legatura directa cu cresterea si sinteza
de material celular. Din aceasta categorie fac parte cele mai multe
antibiotice, micotoxine si coloranti microbieni.

Microorganismele utilizate in aplicatiile industriale sunt cultivate
fie Tn tuburi, Tn flacoane agitate, in fermentatoare, cu agitare sau static,
in medii lichide in submers sau pe medii solide (fermentatie pe suport
solid). Mediile de culturd utilizate trebuie sa aiba un pret de cost cat
mai mic, de aceea sunt reprezentate de materii prime, produse,
subproduse si deseuri ale industriei agroalimentare, constituind sursa de
carbon, de azot , factorii de crestere, care pot fi suplimentate cu saruri
minerale.

OBTINEREA DE ENZIME PECTOLITICE DIN
ASPERGILLUS NIGER

Substantele pectice sunt constituenti fiziologici universali ai
vegetalelor, alcatuind lamela mijlocie care formeaza legatura dintre
celule. Tesuturile parenchimatoase sunt deosebit de bogate in substante



pectice: acizi pectinici, acizi pectici §i protopectine. Acizii pectinici
sunt heteropolizaharide constituite in principal din acizi D-
galacturonici, in majoritate sub formd de ester metilic, unifi prin
legaturi a-1,4. Acizii pectici sunt acizi poligalacturonici neesterificati
insolubili in apa. Protopectinele, insolubile in apa, stau la originea
substantelor pectice, pe care le elibereaza prin hidroliza.

Enzimele care actioneaza asupra substantelor pectice se pot
incadra In doua grupe: enzime depolimerizante §i enzime saponifiante.
Enzimele pectolitice saponifiante sunt esteraze Tinalt specifice
catalizand demetoxilarea pectinelor prin scindarea legaturilor esterice
dintre grupele -COOH si alcoolul metilic din lanturile
poligalacturonice. Ele se numesc pectin-metil-esteraze sau pectin-
esteraze fiind notate PME sau PE. Enzimele pectolitice
depolimerizante catalizeaza depolimerizarea pectineli.

Preparatele enzimatice comerciale se obtin prin cultivarea
tulpinilor selectionate de microorganisme (de obicei Aspergillus niger)
pe medii de culturd formate din tarate de grau, taitei de sfecla de zahar,
morcovi, melasa, tescovina de mere etc.

Dupa dezvoltarea microorganismului si biosinteza enzimelor,
mediile de culturd sunt prelucrate dupa tehnicile cunoscute obtinandu-
se preparate enzimatice pectolitice purificate sub forma de lichid
concentrat sau sub forma solida.

Preparatele enzimatice pectolitice de origine microbiand sunt
utilizate Tn industria sucurilor de fructe, conservelor de legume,
vinurilor, produselor zaharoase.

Materiale utilizate:
- tulpina de Aspergillus niger producatoare de enzime pectolitice
- flacoane Erlenmeyer de 1500 ml
- ac de inoculare
- apa sterila
- mediu de cultura: tarate de grau cu umiditate de 40 - 50%
- bec de gaz
- termostat



Mod de lucru: Se prepara mediul de culturd continand tarate de
grau si apa de robinet (50% umiditate) si se repartizeaza cate 100 g in
fiecare flacon, dupi care se sterilizeaza la 121°C, timp de 60 minute. Se
inoculeaza cu 10 ml suspensie de spori de Aspergillus niger obtinuta
prin raclarea culturii dintr-un tub de cultura in 10 ml apa sterila. Mediul
nutritiv se omogenizeaza foarte bine si se incubeaza la 30°C, timp de 5
zile, cu agitare din 24 in 24 de ore. Dupa dezvoltarea completa si
sporularea culturii, se efectueaza o extractie 1: 3 in apd de robinet, in
care se adauga si cateva picaturi de Tween pentru umectarea sporilor si
optimizarea extractiei si se lasa la temperatura camerei 2 ore. Se
filtreaza mai intai grosier, apoi pe filtru EK si se poate supune operatiei
de concentrare.

Preparatul enzimatic brut se prezinta ca un lichid transparent, de
culoare brund, avand, o incarcdtura relativ ridicata de conidiospori de
Aspergillus niger, care poate fi inlaturata prin trecerea pe filtru EK, din
azbest.



METODE DE OBTINERE A PREPARATELOR MICROBIENE
PENTRU ANALIZA

Celula microbiana reprezintd din punct de vedere biologic un
complex de structuri chimice organice, anorganice si biologice astfel
organizate incat sa-i asigure o perfectd functionare.

Pentru a putea fi analizatd din punct de vedere chimic si
biologic, celula microbiana trebuie supusd unor fenomene de distructie
mai mult sau mai putin pronuntate astfel incat unii sau principalii
componenti ai sdi sa fie pusi in libertate din propria structurd. Ca
urmare a acestor fenomene de distructie se va obtine un preparat
microbian de analizda din care se pot separa si analiza anumiti
componenti structurali ai sai.

Orice metodologie de obtinere a unui preparat microbian pentru
analiza cuprinde doua etape:

1. Etapa de obtinere a culturii microbiene cu o compozitie chimica cét
mai completa

2. Etapa de pregatire a culturii microbiene pentru analiza sau etapa de
obtinere a preparatului microbian de analiza.

Obtinerea culturii microbiene

Cultura microbiana se obtine prin metodele microbiologice in
sine cunoscute, marindu-se pe parcursul dezvoltarii rata ei de crestere si
modul de utilizare a diferitelor surse nutritive. Cultura va fi condusa
pana atinge 2/3 din faza exponentiald dupa care este oprita si folosita la
obtinerea preparatului microbian.

Obtinerea preparatului microbian pentru analiza

Obtinerea preparatului microbian pentru analizd se face in
functie de scopul urmarit, metodele de obtinere diferind in functie de

analiza la care este supus. Existd mai multe metode de obtinere a unui
preparat microbian de analiza. Ele se pot grupa in:

A. Metode fizice

B. Metode chimice

C. Metode biologice sau enzimatice.



A. Metode fizice.

In categoria lor intrd toate acele metode prin care se urmareste
dezintegrarea totald sau partiala a celulei microbiene. cele mai folosite
metode ce intrd in aceasta categorie sunt:

1. Metode mecanice

2. Metode ce vizeaza modificare presiunii osmotice
3. Metoda ultrasonarii

4. Metode de congelare

5. Metode termice

Metode mecanice
Metodele mecanice sunt acele metode prin care se urmareste

distrugerea partiala a unei structuri celulare sub actiunea unor forte
mecanice de distructie. o metoda larg utilizatd este metoda mojararii.
Aceastd metoda constd in realizarea unor forte de frecare care iau
nastere intre celula microbiand si unele materiale dure (nisip, cuart,
sticla pisata) care nu modificd compozitia chimica a celulei. Mojararea
se poate realiza in dispozitive speciale sau in mojarele obisnuite de
laborator.

Metode ce vizeaza modificarea presiunii osmotice
Aceasta metoda nu se poate folosi decat intr-un numar limitat de

lucrari de biologie moleculara, deoarece substantele utilizate pentru
modificarea presiunii osmotice pot schimba compozitia chimica a
celulei. Metoda este totusi larg utilizata in lucrarile de cercetare din
domeniul geneticii moleculare. Ea consta in tratarea celulei microbiene
cu substante ce determind o crestere a presiunii osmotice celulare care
la randul sau va duce la cedarea unor structuri celulare membranare ti
punerea in libertate a unor constituenti celulari. Metoda se aplica cu
succes la obtinerea de protoplasti, in acest caz celula microbiana
trebuie tratatd cu substante care determind distrugerea totald sau
partiali a peretelui celular. In aceasti situatie celula microbiani trebuie
inglobatd in substante care sa-i asigure o cat mai buna stabilitate
osmoticd. Se folosesc in general solutii de concentratii cuprinse Intre



0,3-0,5M de glucoza, rafinoza, trehaloza, malebioza, zaharoza, citrat de
sodiu. Tn ultimul timp s-a constatat ci polietilenglicolul cu greutate
moleculara 4000 este un bun stabilizator osmotic.

Metode de ultrasonare
Distructia celulei microbiene prin ultrasonare se face cu aparate

de ultrasunete, cu ajutorul cdrora datoritd vibratiilor acustice de inalta
frecventa legaturile chimice dintre principalii componenti moleculari
sau celulari sunt distruse ireversibil. In felul acesta unii componenti
celulari sau moleculari pot fi analizati.

Metode de congelare

in vederea distructiei celulei microbiene se folosesc in general
metode de congelare lenta, procedeu prin care are loc trecerea apei
libere din forma lichidd in forma solidd cu formare de cristale.

Cristalele formate vor determina distrugerea celulei si eliberarea unor
componenti structurali ai sai.

Metode termice

Aceasta categorie de metode au o larga utilizare in analiza unor
bioelemente celulare. Pentru punerea lor in libertate din complexele
moleculare, celula trebuie supusa unor procese avansate de distructie.

Aceasta se realizeazd prin supunerea ei unor temperaturi inalte prin
care si cele mai solide legaturi intermoleculare si interatomice sunt
distruse. Tn felul acesta fiecare element chimic component va putea fi
regasit in reziduul rdmas dupa actiunea temperaturilor inalte. O metoda
larg utilizata este calcinarea.

B. Metode chimice de distructie celulara

In aceastid categorie intri toate metodele prin care celula
microbiand, in vederea distructiei, este supusa actiunii unor factori
chimici nocivi ce conduc la dezintegrarea sa structurald sau/si
moleculard.  Substantele chimice utilizate frecvent in distrugerea
celulei microbiene pot fi:



e acizi sau baze tari

e substanse chimice cu actiune deproteinizanta:
etilendiaminotetraacetatul (EDTA), fenolii sau acidul
tricloracetic (ATC)

C. Metode biologice

Acestea sunt metodele cu ajutorul carora se urmareste ruperea
unor legaturi chimice de la nivelul unor suprastructuri, in special de la
nivelul peretelui celular si a membranei plasmatice. Cea mai folositd
metoda, in acest sens, este metoda lizozimului. Lizozimul este o
enzima ce are proprietatea de a hidroliza legaturile dintre acidul N-
acetilmuramic si N-acetilglucozamind. Ca urmare a hidrolizei acestor
legaturi, la nivelul peretelui celular apar unele discontinuitati
structurale ce fac ca unele componente moleculare ale spatiului
periplasmatic, in special protein-enzime sa fie eliberate in mediul
extracelular.

Toate aceste metode se pot folosi fie singular fie Tn combinatie.
de exemplu, in cazul determinarii unor bioelemente celulare se poate
folosi numai metoda calcinarii, pe cand in cazul izolarii ADN-ului se
va folosi o gama larga de metode: fizice — ultrasonarea, chimice —
tratarea cu fenol si EDTA si biologice — metoda lizozimului.

Cultivarea levurii Saccharomyces cerevisiae

Mediu de cultura:
1. extract de malt — 3 g/l
2. extract de drojdii — 3 g/l
3. peptona — 5 g/l
4. glucoza — 10 g/l
5. apa de canal — 1000 ml
pH =55
sterilizare 20 minute la 120°C



)

Drojdia S.cerevisiae este unul dintre cele mai simple organisme
eucariote, cu 0 marime a genomului doar de trei ori mai mare decat al
bacteriei E.coli. Metabolismul acestei drojdii este extrem de adaptabil,
ea fiind capabila sa creasca pe o varietate foarte mare de substraturi, in
conditii favorabile putand creste in prezenta unor concentratii mari de
etanol.

Drojdiile din genul Saccharomyces prezinta celule de forma
variata: rotundd, ovale, alungite, cilindrice, care uneori formeaza
pseudomicelii si se inmultesc pe cale vegetativa prin Tnmugurire
multilaterali si sexuat prin spori. In conditii naturale, celula diploida
se transforma in urma diviziunii meiotice Tntr-o asca cu patru ascospori
- 2a s1 2s. Pe mediu nutritiv complet sau in conditii optime de hrana in
naturd, intre spori sau celule vegetative se realizeazd conjugarea,
rezultand zigotul diploid.

Saccharomyces cerevisiae izolatd din bere sau din vin, dupa
cultivarea pe extract de malt timp de 3 zile, se prezinta sub forma unor
celule sferice, elipsoidale, cilindrice, alungite, dispuse izolat sau n
perechi si ocazional formeaza lanturi si aglomerari. Celulele de S.

cerevisiae se incadreaza in 3 grupe de dimensiuni: in prima grupa sunt
incadrate celulele cu dimensiuni:

1. 45-105x7—-21 mm,

2. 25-7x%x45-11-18,5 um,

3. 35-8x%x5(115) - 17,5 um
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Notiunea de component celular are o semnificatie larga, ea
desemnand atat structurile celulare organizate, cu semnificatie
functionald (organite celulare), substantele de rezerva si depozit ale
celulei (incluziuni celulare), cat si macromoleculele, micromoleculele
si ionii ce definesc compozifia chimica a celulelor. Separarea
componentelor celulare reprezinta atdt un scop experimental in sine,
dar este si o etapa initiala si obligatorie necesara studiului ulterior al
acestor componente, prin variate mijloace de investigatie.

In vederea determinarii bioelementelor cultura de Saccharomyces
cerevisiae obtinuta se centrifugheaza pentru a indeparta supernatantul.
Centrifugarea este o metodd mecanicd clasicdi de separare a
componentelor celulare.



Metode de determinare a bioelementelor celulare

In celuld bioelementele se gisesc in concentratii variabile, dar
dispuse 1n limite specifice fiecarui microorganism in parte.
Determinarea lor se poate face prin metode diferite, dar exprimarea
concentratiei lor foarte exacte este greu de realizat, indiferent de
acuratetea metodei.

Orice metoda de determinare a bioelementelor celulare se poate
realiza prin parcurgerea mai multor etape care se succed Tn mod
obligatoriu si logic. Intr-o prima etapi se vor aplica metodele de
obtinere a materialului necesar determindrilor. Aceastd categorie de
metode urmaresc transformarea materiei vii 1Tn materie moarta.
Transformarea se poate realiza prin procedee de calcinare la
temperaturi Tnalte (600°C).

Intr-o etapa urmatoare, materia moarta obtinuta prin calcinare va
fi supusa diferitelor metode de analiza prin care se vor evalua
principalele bioelemente si se va raporta continutul lor la cantitatea de
material celular luat in lucru.

Transformarea materiei vii in materie moarta prin metoda

calcinarii

Prin aceastd metodd se urmdreste transformarea treptatd a masei
celulare in cenusi, prin expunerea ei succesiva la temperaturi inalte. In
cazul In care nu se urmareste in paralel si determinarea substantelor
usor volatile, materia vie va fi supusd In mod simplu calcindrii si
carbonizarii pama la obtinerea unei cenuse ca produs rezidual al
calcinarii.

Tehnica de calcinare
Masa microbiana obtinuta prin metoda

centrifugarii este cantarita cu
exactitate Tn creuzete de calcinare




(care 1n prealabil au fost uscate la 105°C) dupa care este introdusd in
cuptorul de calcinare. Se porneste cuptorul si se urmdreste calcinarea.
Pe parcursul procesului au loc o serie de transformari ale biomasei, in
stransa legdtura cu modificdrile sale chimice ca urmare a cresterii
energiei termice.

Dupa incheierea calcinarii care trebuie sd dureze aproximativ 2 h la
600°C, se opreste aparatul, se lasa sa se raceasca, se scoate creuzetul, se
introduce in exicator, se cantareste si se face diferenta Intre masa
microbiand vie si cea calcinatd. Cenusa rezultatd se va folosi la
determinarea bioelementelor.

Determinarea manganului Mn*

Determinarea manganului se poate face prin diferite metode
chimice sau flamfotometrice.

Metode chimice de determinare a manganului (Mn?")

Metoda chimicd de determinare a manganului din cenusa rezultata
de la calcinarea masei microbiene este o metoda spectofotometrica.
Mn®" dupi extractie din masa microbiand este supus unei reactii de
oxidare in prezenta persulfatului de amoniu. Ca urmare a acestei reactii
are loc oxidarea Mn** la MnO’, in prezensa ionului de argint (Ag")
drept catalizator de reactie.

Reactivi necesari:

1. Solutie de HNO3; 2%

2. Solutie de HNOj3 concentrata

3. Solutie de azotat de argint 3%

4. Solutie de persulfat de amoniu 20%

5. Solutie etalon de KMnO40,001N (Iml KMnO,

Mod de lucru
Intr-o capsula de cantirire se introduc 0,01 g cenusa, dupa care se
adauga cativa mililitri de HNOj conc. si se evapord la sec. Operatia se
repetd de 2-3 ori. Dupa ultima repetitie, se adauga la continutul din



creuzet 10 ml HNO; 2%, se amestecd bine si continutul se filtreaza
intr-o eprubeta gradata al carei volum trebuie sa fie aproximativ 30 ml.
Se spala creuzetul de 3-4 ori cu mici cantitati de HNO3 2% care se vor
filtra si ele. Volumul total din eprubeta nu trebuie sa depaseasca 15 ml.
La continutul din eprubetd se adaugd apoi 0,5 ml AgNO3; 3% si 3 ml
solutie persulfat de amoniu 20%. Se agitd bine probele si se introduc la
baia de apa pentru fierbere timp de 15 minute, timp in care opalescensa
trebuie s se reducd sau sa dispara. Se scot probele de la baie, se lasa sa
se raceasca, dupd care se completeazd volumul la 20 ml cu apa
distilatd. Probele se analizeaza la 540 nm, iar rezultatele se prelucreaza
utilizand curba etalon.

Curba etalon se obtine prin determinarea extinctiei probelor de Mn?*
de diferite concentratii, conform tabelului:

KMnO,4, ml AgNO; Persulfat de H,0O, ml
amoniu
0 0,5 3 16,5
1 0,5 3 15,5
2 0,5 3 14,5
3 0,5 3 13,5
4 0,5 3 12,5
5 0,5 3 11,5
6 0,5 3 10,5
7 0,5 3 9,5

Probele astfel obtinute se firb timp de 15 minute, se racesc si se
determina extinctia. Cu rezultatele obtinute se reprezinta curba etalon.
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Determinarea fierului (Fe®* si Fe**)

Determinarea fierului se poate face spectofotometric prin metoda
cu tiocianat de amoniu. Determinarea implica doud operatii:
1. Determinarea fierului total

2. Determinarea fierului fieric

1. Determinarea fierului total.

Se face spectofotometric sub forma de sulfocianura fierica, de

culoare rosie extractibila in acetat de etil.
n prima faza, ionul fier feros (Fe*") este oxidat, cu apa oxigenata

la fier feric (Fe*"). In faza urmatoare, ionul Fe**, reactioneazi cu SCN’,

formandu-se sulfocianura ferica de culoare rosie, care este extrasa
cantitativ in acetat de etil. Determinarea concentratiei se realizeaza
spectofotometric.




Reactivi necesari:

1. Apa oxigenata

2. Solutie de HCI 5%

3. Solutie sulfocianura de amoniu 20%

4. Solutie etalon de fier. Se prepard in modul urmadtor: se
cantareste 0,8635 g NH4Fe(SO,), -12 H,0O (alaun feriamoniacal), se
dizolva in apa intr-un balon cotat de 1000 ml, se adauga 1 ml HCI conc.
si se aduce la semn cu apa distilata. Din aceastd solutie se iau 10 ml si
se dilueaza la 100 ml (1 ml = 0,01 ml Fe).

Modul de lucru

a.) Pentru fierul total

Cenusa rezultatd la calcinarea masei microbiene (o cantitate
determinata 1-10 mg) se trateaza cu cateva picaturi de apa oxigenata si
se recalcineaza usor la flacara. se reia apoi reziduul cu 4 ml HCI 5%,
exact masurati si se filtreaza printr-un filtru cantitativ uscat. 2 ml din
filtrat se introduc Tntr-o palnie de separare, in general, de volum mic, la
care se adauga

3 ml apa distilata

1 ml sulfocianura de amoniu 20%

5 ml eter acetic

Se agitd usor si cu atentie padlnia pentru separarea straturilor,
stratul apos se trece in altd palnie identica in care se adauga 3 ml eter
acetic, dupa care se procedeaza ca mai sus.

Solutia eterica se va aduce cantitativ intr-o eprubeta gradata. Daca
extractia nu este definitivatd se va mai repeta operatia inca o data.
Volumul din eprubetd se completeaza cu eter acetic pana la 10 ml, se
omogenizeaza si se analizeazd spectofotometric.

b.) Pentru fierul feric

Se va proceda in felul urmator: intr-o palnie de separare se pun
10-25 ml extract la care se adauga

2 ml HCI 5%

1 ml sulfocianura de amoniu 20%



5 ml eter acetic
In continuare se procedeazi ca mai sus.

c.) Fierul feros se obtine din diferenta dintre cele doua determinari
a-b.

Curba etalon

Intr-un numir de eprubete gradate (5-6) se introduc cantititi
diferite de solutii etalon: 0,5; 1; 2; 3; 4; 5, dupd care volumul se
aduce la 10 ml cu apa distilata. Probele se citesc la spectofotometru la
lungimea de unda



L3 Metode de izolare si determinare a biomoleculelor
celulare

1. Determinarea ARN-ului celular

Acidul ribonucleic (ARN) este,
ca si ADN-ul, un polinucleotid
format prin  copolimerizarea
ribonucleotidelor. Un
ribonucleotid este format dintr-o
baza azotatd (adenina A, guanina
G, uracil U si citozind C), o
pentozd (riboza) si un fosfat.
ARN-ul are ca rol transportul si
pozitionarea aminoacizilor in
cadrul sintezei proteice. Exista
mai multe metode si procedee de

Base

Phosphate
Backbane

determinare a ARN-ului celular, cele mai multe dintre ele sunt metode
indirecte care constau In determinarea continutului de riboza din

molecula de ARN.

1. Determinarea ARN-ului prin dozarea continutului de

riboza

Reactivi necesari:

1. Solutie strandard de riboza 0,1% (0,1 g ribozd la 100 ml apa

distilatd)

2. Solutie acid tricloracetic 5%

3. Solutie acid tricloracetic 10%
4. Solutie de clorura ferica 0,1% (se prepara in HCI conc)



5. Solutie orcinol 0,01 g/ml (se dizolva orcinol cristal in alcool
etilic 95%; se prepara in momentul executarii experimentul)

Modul de lucru

1. Construirea curbei etalon

1 ml solutie standard de riboza se dizolva in apd bidistilatd la 25
ml (pentru a se obtine o solutie de lucru in concentratie de 40 y/ml.

Se pipeteaza apoi intr-0 serie de eprubete cate: 0,1; 0,2; 0,3; 0,4;
0,5 s1 0,6 ml solutie standard de lucru ce vor contine 4; 8; 12; 16; 20
s1 24 y/ml riboza.

Se aduc volumele din eprubete la 1,5 ml cu apa distilata, apoi se
adauga in fiecare eprubeta cate 1,5 ml clorura ferica in acid clorhidric,
apoi cate 0,15 ml orcinol. Se agita bine continutul eprubetelor. Se
introduc la baie de apa pentru 30 de minute (in acest moment are loc
coagularea continutului eprubetelor), se rdcesc si se determind
densitatea optica la 670 nm.

Pentru proba martor se pregiteste o eprubeta cu toti reactivii cu
exceptia solutiei de riboza care va fi inlocuitd cu 1,5 ml apa distilata.
Rezultatele probelor redate de extinctia cititd la spectrofotometru se vor
folosi la construirea curbei etalon.

Extinctie
ml Riboza
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
' ' ' ' ' ' ' 0.06
v=0.0731x+0.0034 0.05
R*=0.9 0.04

Extinctie

/ 0.03
0.01

Curba etalon ARN



2. Dozarea ARN-ului celular

a. Obtinerea preparatului de ARN. Se face prin dezintegrarea
celulelor cu ATC (acid tricloracetic)

Pentru obtinerea preparatului de ARN se procedeaza astfel:

Dintr-o cultura relativ tanara (aproximativ 18-24 de ore) se ia 1
ml lichid de culturd care se introduce intr-o eprubetd de centrifuga la
care se adaugd 3 ml ATC 10%. Se agita bine aproximativ 5-10 minute
la 3000 rpm, apoi se centrifugheaza timp de 10 minute la 3000 rpm. Se
indeparteazd supernatantul, iar la continutul rdmas in eprubetd se
adaugd 1,5 ml ATC 5% si se agita bine continutul dupa care se
introduce 1n baia de apa la 90° C timp de 15 minute. Se scot probele de
la bai si se racesc la temperatura camerei, dupd care se centrifugheaza
timp de 10 minute la 3000 rpm. Supernatantul rezultat se preia si se
foloseste la dozarea ARN-ului.

b. Dozarea propriu-zisa

Pentru dozarea ARN-ului se procedeaza in felul urmator: intr-0
eprubeta se introduc 0,1 ml supernatant; 1,5 ml FeCl; 0,1%; 0,15 ml
orcinol solutie si se agita probele bine. Se introduc pe baia de apa la
fierbere timp de 30 minute, apoi se racesc la temperatura camerei $i se
determind densitatea opticd la 670 nm. Proba martor se pregateste in
paralel cu proba de cercetat in felul urmator: Intr-o eprubeta se introduc
reactivii folositi la obtinerea probei de cercetat cu exceptia
supernatantului care se inlocuieste cu 0,1 ml apa distilatd. Celelalte
operatii vor fi similare probei de cercetat. Se citesc probele la
spectofotometru la lungimea de unda 670 nm. Rezultatele obtinute
pentru ambele probe se vor folosi la calcularea rezultatelor.

c. Prelucrarea rezultatelor

Se calculeaza mai intai diferenta dintre cele doua probe:
A=P.-Pqy

Apoi se calculeaza cantitatea de ARN exprimatd in y ARN/ml
vy ARN/ml=75x Ax 4



n care 75 — factorul de dilutie al probelor
A — diferenta rezultatd din citirea probelor
4 — raportul riboza/ARN (1/4)

Schema de lucru

Pentru curba etalon

Reactivul Pm Probe cercetat
I I 11 Y] V VI
Riboza diluata, ml - 01 {02 |03]04| 05| 0,6
Apa distilata, ml 1,5 14 |13 |12 |11 ] 10| 09
FeCl;, ml 1,5 15 |15 |15 |15 | 15| 15
Orcinol, ml 0,15 0,15 | 0,15 0,15 (0,15 | 0,15 | 0,15

Agitare — Omogenizare

Fierbere 30 minute

Racire la temperatura camerei

Citirea la lungimea de unda 670 nm

Construirea curbei etalon

Pentru dozarea ARN-ului

Reactivi Pm P.
Supernatant, ml - 0,1
Apa distilata, ml 15 1,4

Clorura ferica, ml 15 1,5
Orcinol, ml

Agitare — Omogenizare

Fierbere 30 minute

Récire la temperatura camerei

Citirea la lungimea de undd 670 nm

Extrapolarea pe curba etalon

Calculul rezultatelor




Metode de evaluare a proceselor respiratorii celulare

Respiratia celulara reprezinta totalitatea proceselor de oxido - reducere
care au loc la nivelul unor compartimente celulare specializate (in
general, mitocondrii), procese care furnizeaza cea mai mare parte a
energiei necesare desfasurarii activitatilor celulare vitale.

La organismele aerobe, respiratia se desfasoard in doua etape distincte:
1. etapa anaeroba - in care substraturile nutritive sunt descompuse
pana la produsi intermediari de catabolism (aceasta etapa este asimilatd
frecvent cu glicoliza anaerobd, sau, in unele cazuri, cu procesul de
fermentatie); randamentul energetic al respiratiei anaerobe este relativ
scazut;

2. etapa aeroba - prin care produsii intermediari rezultati din prima
etapa sunt transformati in produsi finali de catabolism (apa si dioxid de
carbon), prin parcurgerea etapelor de reactie ale ciclului Krebs si ale
lantului transportorilor de electroni; randamentul energetic al acestei
etape este superior fata de cel al respiratiei anaerobe.

Aprecieri asupra modului de desfasurare a proceselor respiratorii
celulare se pot face prin metode directe sau indirecte. Metodele directe
urmdresc determinarea cantitdtii de oxigen consumata intr-un proces
respirator, prin masurarea sa directd. O metodd larg utilizata este
metoda Warburg.

Deoarece aprecierea intensitatii respiratiei celulare, prin investigarea
tuturor reactiilor bio-chimice care o caracterizeaza, este dificil de
realizat, determinarea acestui proces se face Tn mod curent prin
masurarea manifestarilor sale exterioare, in mod frecvent a
schimburilor de gaze dintre celule si mediu (consumul de O, sau
eliminarea de CO,), intr-o unitate determinata de timp.

Evaluarea proceselor respiratorii celulare se poate face si in mod
indirect prin aprecierea si determinarea cantitatii de apa oxigenata
rezultatd din proces, care la randul sdu poate fi urmarita prin urmarirea
activitatii unei enzime responsabild de hidroliza apei oxigenate si
anume catalaza.



Determinarea activititii catalazei

Principiul metodei

Catalaza este o enzima cu rol important in indepdrtarea apei oxigenate
din celuld, prin descompunerea peroxidului de hidrogen conform
reactiei:

2 H202 — 2H20 + 02

Pentru determinarea ei se pot utiliza diferite metode: metoda cu
permanganat, cu tiosulfat de sodiu, etc. Cea mai practica este metoda
iodometrica cu tiosulfat de sodiu (Na,S,03). Conform acestei metode in
mediul acid, apa oxigenatda ramasa nedisociatd ca urmare a intreruperii
actiunii catalazei, oxideaza iodura de potasiu conform reactiei:

2KI1 + H202 — 2KOH + Iz
I, + 2 Na,S,03 — 2Nal + Na,S,04

Activitatea catalazei se exprimd in mg H,0, descompusi in unitatea de
timp. Se considera ca unitatea catalazica acea cantitate de enzima care
descompune un mol de apa oxigenata la T = 20°C in timp de 5 minute.
Ca unitate catalazica se poate folosi si exprimarea in pmoli H,O,/mg
proteina, in care caz trebuie determinate si proteinele solubile din
lichidul a carui procese respiratorii sunt urmadrite. Pe baza lor se
calculeazd activitatea specificd a enzimei care se redd in pmoli
H,0O,/mg proteina.

Reactivi necesari

1. Solutie tampon fosfati de sodiu 0,01 M pH 7,0

Se obtine din doua substante: fosfat monosodic (NaH,PO, 2 H,0),
GM= 156,06 si fosfat disodic (Na,HPO, 12 H,0), GM= 358,24.

a) Pentru obtinerea solutiei tampon 0,2 M de fosfati de sodiu se
cantaresc 12,172 g NaH,POysi 43,705 g Na,HPQO, si se dizolva in apa



bidistilata la balon cotat de 1 000 ml. Dupa dizolvare, se completeaza
volumul la semn. Din aceasta solutie se va pregati solutia de 0,01 M.

b) Prin pregatirea separata a fiecarei din cele doud solutii 0,2 M se
vor folosi calculele din exemplu anterior si se vor pregati separat cele
doua solutii respectiv 390 ml solutie fosfat moonosodic si 610 ml
solutie fosfat disodic care se vor amesteca obtinandu-se 1 000 ml
solutie tampon fosfati de sodiu 0,2 M din care se va pregati solutie de
tampon fosfati de sodiu 0,01 M.

Se masoara 10 ml din solutia tampon fosfati de sodiu 0,2 M si se
dizolva in 190 ml apa bidistilata obtinandu-se 200 ml tampon fosfati de
sodiu 0,01 M.

2. Solutie de H,0, 3%

Se prepara din apd oxigenatd 3 % astfel: se masoara 9 ml apa
oxigenatd si 81 ml apd distilatd si se amesteca intr-un vas obtindndu-se
90 ml apa oxigenata 3%.

3. Solutie acid sulfuric 10%

Tntr-un flacon cotat de 100 ml se pun 90 ml apa distilatd la care se
adauga picatura cu picatura 10 ml H,SO,4 concentrat.

4. Solutie iodura de potasiu (KI) 10%

Se cantaresc 10 g KI se introduc intr-un flacon cotat de 100 ml se
dizolva si se aduce volumul la semn cu apa distilata.

5. Solutie molibdat de amoniu 1 %

Se cantareste 1 g molibdat de amoniu si se trece intr-un flacon cotat
de 100 ml, se adauga apoi apa distilata, se dizolva si se completeaza la
semn cu apa.

6. Solutie de amidon 1%



1g de amidon se suspenda in 10 ml de apa distilata intr-un pahar
Berzelius de 50 ml. In alt vas se fierb 90 ml apa distilata, iar cand
aceasta a ajuns la fierbere se adaugd suspensia din primul vas
amestecandu-se continuu, dupa care se fierbe in continuare 3-5 minute.
Se raceste si se poate folosi in lucru.

7. Solutie de tiosulfat de sodiu (Na,S,03) N/50 sau 0,02 N
Echivalenttul gram a tiosulfatului:
Eg = 248,25

Din solutia de tiosulfat de sodiu N/10 se iau 200 ml scare se
introduc intr-un flacon cotat de 1 000 ml si se adaugd 800 ml apa
distilata.

Modul de lucru

Determinarea catalazei se poate face atat pe lichidul de cultura
rezultat de la separarea biomasei (supernatant) cat si pe masa lor
microbiana.

Tn cazul Tn care se utilizeaza si biomasa, aceasta este mai intai
dezintegratd mecanic prin mojarare cu nisip ceartos sau cu sticld pisata,
dupa care s eface extractia enzimei. Extractia enzimei se face in apa
distilatd. Procedura este urmdtoarea: mai antii se cantareste masa
microbiand dupa care se adaugd o cantitate aproximativa de nisip sau
sticla pisatd si se supune operatici de mojarare intr-un mojar de
laborator. Operatia de mojarare se continud pana cand se obtine o pasta
find. Se adauga apoi mici cantitati de apa si se continud mojararea dupa
care amestecul se filtreazd prin hartie de filtru. Filtratul obtinut se
foloseste la determinarea activitatii enzimei.

In cazul in care se foloseste supernatantul acesta nu necesita
pregatiri prealabile, ci se foloseste asa cum a rezultat de la separarea de
masa microbiana.

Determinarea activitatii catalazei in ambele cazuri se face in felul
urmator:



Se vor pregati in paralel doua probe: proba martor (PM) si proba
experimentald (PE). Probele se vor executa in flacoane Erlenmeyer de
100 ml sau in baloane de 100 ml.

Pregatirea lor se poate face dupd urmatoarea schema de lucru:

PM PE
6 ml tampon fosfati de sodiu 6 ml tampon fosfati de sodiu
0,5 — 2 ml filtrat sau extract sau 0,5 — 2 ml filtrat sau extract sau
extract enzimatic extract enzimatic
5 ml H,SO, 0,2 ml H,0, 3 %
Se lasa probele in repaos 5 minute si se agita periodic
0,2ml H,0,3 % 5 ml H,SO,
4 ml Kl 4 ml Kl
2 picaturi de amidon 2 picaturi de molibdat de amoniu
Titrare cu tiosulfat de sodiu pana la culoarea galben pai
2-3 picaturi de amidon | 2-3 picaturi de amidon

Se contintinua titrarea pana la decolorarea completa a probelor

Citirea cantitatii de tiosulfat folosita la titrarea fiecdrei probe

Calculul rezultatelor

Calculul rezultatelor

Se face aplicand urmatoarea formula de calcul:

mg H,O, /ml/ 5° = (l’ll-nz) "F 0,34

Unde:
n; = ml tiosulfat folositi la titrarea probei martor
n, = ml tiosulfat folositi la titrarea probei experimentale
F = factorul solutiei de tiosulfat de sodiu (se ia 1)
0, 34 = mg H,0, ce corespund 1 ml de Na,S,0; .
In cazul in care se doreste obtinerea rezultatelor in uM H,0,/ml sau
g/min se va aplica urmatoarea formula:




(n,—n,) - F- 0,34
V.0,034-5
Tn care: V= volumul supernatantului luat n lucru;
0, 034 = factorul de conversie la uM

4 MH,0, /ml /min=

Pentru extractul de biomasa:
(n,—n,) - F- 0,34
V-0,034-5
Tn care: V= volumul extractului luat in lucru;
0, 034 = factorul de conversie la uyM

uMH,0,/g/min=



Aspecte privind energetica celulara si moleculara

Determinarea activitatii ATP-azei

La nivelul celulei microbiene ATP-aza joaca un rol important in
biosinteza ATP-ului cu structurd moleculara macroergica primordiala.
Prin actiunea ei se creaza acea stare specifica la nivelul celulei prin care
protonii rezultati din procedeele de fosforilare oxidativa ce au loc de-a
lungul lantului respirator sunt implicati in formarea eb=nergiei celulare
ce se stocheazd in molecula de ATP:

ATP-aza este o proteinda membranard ce joaca rol important an
crearea fortei protonmetrice de pompar a protonilor in celuld si de
sinteza a ATP-ulu.

Determinarea activitatii ATP-azei are la baza reactia de culoare pe
care 0 da radicalul PO,. In prezenta acidului ascorbic cu acetatul de
sodiu si molibdatul de amoniu.

Evidentierea activitatii ATP-azei

Reactivi:

1. Solutie ATP 20 M. Se prepara in momentul utilizarii, in apa
bidistilata, la pH 7-7,3 ( se cerceteaza daca este nevoie de NaOH
IN).

2. Solutie EDTA 3mM

3. Solutie tampon Tris (GM = 121,14) — HCI, pH 7,36 (la 23°). Se

prepard amestecand 25 ml solutie Tris 0,2 M cu 42,5 ml solutie

HCI 0,1 N, dupa care se completeaza volumul la semn cu apa

bidistilata.

Solutie MgCl, 60 mM

Solutie NaCl 100 mM

Solutie KCI 20 mM

Solutie ATC 40%.

No gk



Obtinerea centrifugatului celular si dozarea enzimei

2 g masd microbiana se mojareaza cu nisip ceartos in prezenta a 1 ml
solutie EDTA 3mM, timp de 10 minute. La omogenat se adauga 2 ml
tampon Tris-HCI si se centrifugheaza timp de 10 minute la 2100- 2500
rpm. Supernatantul rezultat din centrifugare se transvazeaza intr-0
eprubeta gradatd si se completeaza volumul la 4 ml cu solutie tampon

Tris- HCI, apoi se agita cu atentie.

In eprubete pregitite in prealabil se efectueazi probele dupi schema:

ATP-aza
Reactiv Contr | Fosfat | Observa
i (ml) Mg ** K*Na ol |anorgan| tii
* reacti ic
Contr | Cercet | Contr | Cercet Vi
ol at ol at
1 2 3 4 5 6 7 8
Tris-
HCI 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
MgCl, 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
NaCl 0,1 0,1 - - 0,1 0,1
KCI 0,1 0,1 - - 0,1 0,1
ATP - 0,3 - 0,3 0,3 -
Prepara
t 0,8 0,8 0,8 0,8 - -
enzimat
ic
Apa - - 0,2 0,2 0,8 1,10
bidistila
ta
Incubare 30 minute la 35° C
ATC 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
40%
ATP 0,3 - 0,3 - - -

Filtrare pe hartie de filtru

Dupa scoaterea de la termostat probele se introduc intr-o baie cu

gheatd si se adauga reactivii indicati in tabel (ATC) pentru intreruperea




reactiei si ATP. Volumul probelor de control si de cercetat trebuie sa
fie in final de 2ml. Filtratul obtinut se foloseste la dozarea fosforului
anorganic.

Dozarea fosforului anorganic

Reactivi:

1. Tampon acetat pH 4
41 ml solutie de acid acetic 0,2 M se amestecd cu 9 ml acetat de
sodiu 0,2 M. Se completeaza volumul la 100 ml cu apa distilata.
- Solutia de acid acetic 0, 2M se prepara in felul urméator: 11,55
ml acid acetic glacial se dizolva in 1000 ml apa distilata la balon cotat.
- Solutia de acetat de sodiu 0,2 M se prepara in felul urmator: 27,
2178 CH3;COONa '3H,0 se dizolva in 1 000 ml distilata la balon cotat.
2. Solutie molibdat de amoniu 1% in H,SO4 0,05 N
3. Solutie acid ascorbic 1% preprat in solutie de CuSO,4 0,001
M ( pentru 25 ml se cantaresc 0,006 g CuSOy si se dizolva in 10-12 ml
apd biditilata, dupa care se adaugp 0,25 g acid ascorbic si se
completeaza volumul la 25 ml apa bidistilatd). Reactivul se prepara in
momentul utilizarii.
Dozarea fosforului anorganic se face dupa urmatoarea schema:

Reactiv (ml) | Control 1 | Cercetat 1 Control 2 Cercetat 2
Filtrat 0,2 0,2 0,2 0,2
Tampon
acetat 4.8 4.8 4.8 4.8
Molibdat
amoniu 0,5 0,5 0,5 0,5
Acid ascorbic 0,5 0,5 0,5 0,5
Total reactivi 6 6 6 6
(ml)

Calculul rezultatelor




Rezultatele se pot raporta la ml filtrat luat in lucru sau la mg biomasa
folosita la obtinerea filtratului. Calcularea lor se face in felul urmator.

4 ml filtrat (extract enzima) ...........ccceevveeiieeiiecceeeeeeeeeee e, 2 mg
biomasa
1 ml filtrat (extract enZima) .........cccoeeuveeeiiieeniieeeiieeceeee e X

Xx=2/4=05

Deci:

0,5 g filtrat biomasa ..........cc.ccceeuveennenne. a mg Pi (se va scoate de pe
curba)

1 g filtrat biomasa ...........ccccveeeevieeeireenneen. y

y=al/0,5

Unde: a = mg Pi citit pe curba
y =mg Pi ce corespunde la 1 g biomasa

Curba etalon
Se masoara 0,02 ............ 0,5 ml sol KH,PO,4 continand intre 2
............. 50 g Pi intr-o serie de eprubete la care se aduga:
- 0,1 ml din cei ce rezulta din amestecul:
- 0,4 ml tampon Tris- Hcl
- 0,1 ml MgCl,
- 0,1 ml NaCl
- 0,1 ml KCI
- 1,1 ml apa bidistilata
-0,2ml ATC
- 0,5 ml solutie molibdat de amoniu
- 0,5 ml solutie acid ascorbic

Indiferent de volumul fosfatului luat in lucru se adauga péna la 6 ml
tampon acetat. Pentru pregatirea curbei se poate folosi schema:



Reactivi (ml) Probe

1 2 3 4 5 6 7

KH,PO, 0,02 | 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Amestec de
reactivi 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Molibdat de
amoniu 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Acid ascorbic
Tampon 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
acetat 4,88 | 4,85 4,8 4,7 4.6 4.5 4.4

Total reactivi 6 6 6 6 6 6 6

Dupa agitare, probele se lasd in repaus 10 minute, dupd care se
fotocolimerizeaza la un spectrofotometru in A = 656 nm si se
construieste curba.




Geloza simpla (nutrient agar)

Tip

Mediu simplu

Compozitie

Pentru 1000 ml

= Agar 3.0g

= Extract bovin 1.0g
= Peptona 1.0g

= NaCl 0.5¢g

Utilizare

Cultivarea bacteriilor nepretentioase

Geloza sange (blood-agar)

Tip

Mediu compus

Compozitie

Pentru 1000 ml

= Agar 15.0g

= Peptona C 15.0g
= Peptona S 5.0g

= NaCl 5.0g

= Sange de berbec defibrinat 50.0mL
= pH7.4£0.2la25°C

Utilizare

Cultivarea bacteriilor pretentioase

Mediu Chapman (manitol-salt-agar)

Tip

Mediu selectiv-diferential Py
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Pentru 1000 ml

= NaCl 75.0g

= Agar 15.0g

= D-Mannitol 10.0g

= Peptona A 5.0g

=  Peptona C 5.0g

= Extract bovin 1.0g

= Rosu fenol 0.025g

= pH7.4+0.2l1a25°C

Izolarea selectiva si cultivarea stafilococilor.
Utilizare  |Microorganismele care utilizeaza manitolul
transformad mediul in galben.

Compozitie

Geloza lactozata (CLED agar)

Tip Mediu diferential
Pentru 1000 ml

= Agar 15.0g

= Lactoza 10.0g

= Peptona C 4.0g
Compozitie = Peptona G 4.0g

= Extract bovin 3.0g

= L-Cistina 0.128g

= Albastru brom-timol 0.02g
= pH7.3x£0.21a25°C

Izolarea, enumerarea si identificarea
prezumptiva a bacteriilor din urina (in
suspiciune de infectie urinara). Cultivarea
si izolarea neselectiva a enterobacteriilor.

Utilizare
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Mediu MacConkey

Tip Mediu selectiv-diferential
Pentru 1000 ml

= Agar 13.59

= Lactoza 10.0g

= NaCl 5.0g

= Saruri biliare 1.5g
Compozitie = Peptona A 1.5¢g

= Peptona C 1.5g

= Peptona G 17.0g

= Rosu neutru 0.03g

= Cristal violet 1.0mg
= pH7.1+£0.21a25°C

Izolarea, cultivarea si diferentierea
coliformilor si a patogenilor enterali.
Enterobacteriile patogene nu fermenteaza
lactoza, producand colonii transparente.

Utilizare

Mediu Levine (EMB agar)

Tip Mediu selectiv-diferential
Pentru 1000 ml

Compozitie = Agar 15.0g
= Lactoza 10.0g
= Peptona 10.0g
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= K2HPO4 2.0g

= FEozinaY 0.4g

= Albastru metilen 0.065mg
= pH7.1+£0.21a25°C

Izolarea, cultivarea si diferentierea
coliformilor si a patogenilor enterali.
Enterobacteriile patogene nu
fermenteaza lactoza, producand colonii
transparente. E. coli produce colonii cu
luciu metalic

Utilizare

Geloza chocolat

Tip Mediu special
Pentru 3031 ml

= Agar 15.0g

= Pantona 10.0g

= Bitone 10.0g

= NaCl 5.0g

Compozitie = Extract cord bovin 3.0g

= Amidon 1.0g

= Sange defibrinat de berbec
100.0mL

= Supliment B 10.0mL

= pH7.3x£0.21a25°C

Cultivarea microorganismelor

Utilizare )
pretentioase
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Mediu Sabouraud

Tip Mediu selectiv
Pentru 1000 ml

=  Glucoza 120.0g

= NaCl 90.0g

Compozitie = Agar 45.0g

= Peptona 30.0g

= Solutie Cloramfenicol 15.0mL
= Solutie Cicloheximidad 15.0mL
= Solutie Gentamicina 1.5mL

Utilizare  ||Izolarea si cultivarea fungilor

Mediu Mueller Hinton

Tip Mediu special
Pentru 1000 ml

= Extract bovin 300.0g

Comporitie = Hidrolizat acid de cazeina
’ 17.59

= Agar 17.0g

= Amidon 1.5¢g

= pH7.4+0.2la25°C

eqe w0

antibiotice;
Izolarea si mentinerea speciilor
patogene de Neisseria.

Utilizare
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Tip Mediu diferential
Pentru 1000 ml

= Oxgall 40.0g

= Agar 15.0g

= Peptona 5.0g

= Extract bovin 3.0g
= Citrat de fier 0.5g
= Esculina 1.0g

Compozitie

Izolarea si identificarea prezumptiva a

Utilizare streptocociloe grup D si a enterococilor
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