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STUDIUL MICROMICETELOR DIN LACUL VALEA TRANDAFIRILOR
DIN MUNICIPIUL CHISINAU
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Micromicetele izolate din sol, aer, de pe plante sunt deja folosite pe scara larga in biotehnologie pentru productia
de enzime, antibiotice, proteine umane, etc. In acest context, micromicetele acvatice reprezintd o zond emergenta cu
un potential mare in productia de molecule bioactive. In rezultatul studiului micromicetelor izolate din lacul ,,Valea
Trandafirilor”, mun. Chisindu s-a constatat cd comunitatea fungica in lac este densa si diversd. Din 105 tulpini de
micromicete izolate in culturd pura au fost identificati reprezentanti ai 14 genuri. Evaluarea potentialului enzimatic
al tulpinilor izolate a permis selectarea tulpinilor cu activitate enzimatica semnificativa. Astfel, putem constata ca
lacurile pot fi o sursd de micromicete cu potential valoros pentru biotehnologie.

Cuvinte-cheie: micromicete, densitate, diversitate, gen, activitate enzimaticd, amilaza, catalaza, celulaza, lipaza.

STUDY OF MICROMYCETES FROM THE ROSE VALLEY LAKE

IN CHISINAU MUNICIPALITY

Micromycetes isolated from soil, air, and plants are already widely used in biotechnology for the production of
enzymes, antibiotics, human proteins, etc. In this context, aquatic micromycetes represent an emerging area with
great potential in the production of bioactive molecules. As a result of the study of micromycetes isolated from the
“Valea Trandafirilor” lake, Chisinau municipality, it was found that the fungal community in the lake is dense and
diverse. Out of 105 strains of micromycetes isolated in pure culture, representatives of 14 genera were identified. The
evaluation of the enzymatic potential of the isolated strains allowed the selection of strains with significant enzymatic
activity. Thus, we can conclude that lakes can be a source of micromycetes with valuable potential for biotechnology.

Keywords: micromycetes, density, diversity, genus, enzymatic activity, amylase, catalase, cellulase, lipase.

Introducere

In ecosistemele acvatice sunt prezente micromicetele (fungi miceliali), care sunt printre cele mai diverse
si raspindite microorganisme in lume. Micromicetele participa activ la descompunerea materiei organi-
ce, care este abundenta 1n ecosistemele acvatice. Densitatea si varietatea lor, in apele dulci variaza mult
in dependenta de anotimp si de populatia de la mal, manifestinduse mai activ primavara, in perioada de
inundatii sau dupa ploi abundente [5, 7, 12, 13,18].

Toate organismele vii produc enzime, care catalizeaza reactii chimice organice si anorganice. Com-
parativ cu procesele chimice conventionale, procesele enzimatice sunt mai eficiente si ecologice, oferind
conditii de reactie mai blande, selectivitate si specificitate avansata, contribuind totodata la reducerea
deseurilor si produselor secundare. In ultimii ani productia si comercializarea enzimelor a crescut sem-
nificativ [4, 10, 21].

Cresterea populatiei si dezvoltarea economicd cresc presiunea asupra resurselor naturale. Pentru a redu-
ce impactul ecologic, industriile adopta tehnologii alternative, cum ar fi biotehnologia industriala, care uti-
lizeaza materiale si procese inspirate din naturd pentru a produce mai multe produse cu mai putine resurse,
contribuind la un model de productie mai sustenabil si ecologic [6, 8].

Pentru productia industriala la scard largd a enzimelor, sursele microbiene sunt preferate datoritd
eficientei, costurilor reduse si capacitatii de a se adapta in orice mediu. Micromicetele sunt o sursa valoroa-
sa ca producatori de substante bioactive, datoritd capacitatii lor de a produce enzime eficiente in cantitéti
mari, stabile. La scara industriala, micromicetele sunt folosite ca bioreactoare pentru producerea de enzyme
(amilaza celulaza, proteaza, lipaza, catalaza, etc), datoritda simplitatii proceselor de productie, recuperare si
purificare si sinecostului redus [8, 9, 23, 25].
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Enzimele microbiene sunt utilizate in diverse industrii, inclusiv in productia de alimente, bauturi, medi-
cind, cosmetice si bioenergie, contribuind la dezvoltarea unor procese mai economice si sustenabile etc. [2,
3,14, 19,22, 20, 21].

Din punct de vedere biotehnologic, enzimele microbiene sunt folosite in industrie pentru a reduce tim-
pul de productie, a imbunatati stabilitatea si purificarea, si a stabiliza procesele, avand o diversitate bio-
chimica ridicata si facilitand manipularea geneticd. Aceste enzime contribuie la minimizarea deseurilor
si consumului de energie. De asemenea, cercetarile recente se concentreaza pe identificarea de agenti
antimicrobieni eficienti pentru combaterea rezistentei bacteriene, care a devenit o problemd majora in
industria microbiana [27].

Hifomicetele acvatice produc enzime lignocelulolitice, care descompun polimerii din plante, precum he-
miceluloza, celuloza si lignina. Aceste enzime faciliteaza descompunerea materiei vegetale, care este sursa
de existentd pentru bacterii si alte vietuitoare. De asemenea prin actiunea enzimelor de descompunere a po-
limerilor vegetali, hifomicetele joaca un rol important in fluxul de carbon (C) din ecosistemele acvatice [6].

Micromicetele pot metaboliza o gama larga de poluanti anorganici si organici datoritd enzimelor lor,
facilitind descompunerea multor compusi. Enzimele extracelulare, cum sunt lacazele si peroxidazele, joaca
un rol esential in procesele de biodegradare, catalizand reactii oxidative care rup legaturi chimice in struc-
turi complexe [28].

Pentru a evalua capacititile enzimatice (amilaza, catalaza, celulaza, lipaza) ale unor tulpini de micromi-
cete, izolate din lacul ,,Valea Trandafirilor”, au fost testate tulpini, care apartin celor mai reprezentative ge-
nuri: Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Fusarium, Mucor, Rhizopus, considerati ca poseda proprietati
enzimatice semnificative.

Materiale si metode

Ca material de studiu a fost utilizate micromicetele izolate din probele de apa, sedimente si biofim, pre-
levate din lacul ,,Valea Trandafirilor” din municipiul Chisindu. Prelevarea probelor s-a efectuat in vase ste-
rile. Apa a fost prelevata in sticle cu capacitatea de 1 litru fiecare, la 30 cm de la suprafata apei. Probele de
ndmol au fost prelevate pe tot perimetrul lacului, iar probele de biofilm de la suprafata apei. Toate probele
prelevate au dost prezentate in laborator pentru izolarea imediata a microorganismelor.

Pentru izolarea micromicetelor (fungilor) din probele prelevate sau luat 1 ml de apa,
1 gr de sedimente si 1 gr de biofilm. Pentru micsorarea densitétii microorganismelor pe cutiile Petri au fost
efectuate dilutii succesive. Numarul dilutiilor a constituit 102-10°.

Inhibarea cresterii si dezvoltarii bacteriilor in mediile nutritive mediile agarizate au fost suplimentate cu
solutie de levomicetina in concentratie de 0,1%/1 mediu.

La izolare s-a folosit metoda de Incorporare: un mililitru de apa (namol, biofilme) din proba initiala,
cat si din dilutiile efectuate s-a repartizat steril cu o pipetd gradatd in cutii Petri sterile, goale, peste care
s-a turnat mediul agarizat topit si racit la 45°C. Cu miscari de rotatie usoare intr-un sens sau altul totul s-a
amestecat bine. Dupa solidificarea mediului, cutiile Petri, au fost tranferate in termostat la temperatura de
28-30°C, pentru incubare, care a durat 3-10 zile.

Coloniile de fungi aparute pe cutiile Petri au fost numarate, apoi in dependenta de dilutiile efectuate a
fost stabilita densitatea unitatilor formatoare de colonii (UFC)/ 1 ml proba.

Izolarea tulpinilor in culturd pura s-a efectuat pe mediul malt-agar. In rezultatul examinirii vizuale si la mi-
croscop a particularitatilor morfo — culturale ale tulpinilor izolate, utilizdnd ghidurile de identificare [29 - 33],
tulpinile au fost clasificate dupa gen.

Frecventa procentuald a genurilor de micromicete izolate din lac a fost calculatd urméand metoda descrisa
in lucrarile [1, 17]. Formula folosita este urmatoarea:

Aparitia procentuala a fiecarei micromicete = (Numarul total de micromicete izolate / Numarul de mi-
cromicete de un anumit gen) +100

Numdarul de micromicete per proba = (Numarul total de micromicete izolate / Numarul de probe colectate)
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Pentru evaluarea potentialului enzimatic a tulpinilor de micromicete au fost utilizate 28 tulpini de mi-
cromicete predominante, izolate din lacul ,,Valea Trandafirilor”, dintre care 9 au fost izolate din probele de
apd, 14 din probele de sedimente si 5 tulpini izolate din probele de biofilm.

Au fost utilizate metodele expres de identificare a amilazei, catalazei, celulazei si lipazei.

Activitatea amilazei. Tulpinile de fungi au fost cultivate pe mediul malt-agar suplimentat cu amidon
(compozitia mediului (g/1): malt (6 B) — 1L; geloza 20,0; amidon 1,0; pH-ul -5,8 - 6,0, care s-a autoclavat
timp de 30 min la 3/4 atmosfere). Incubarea tulpinilor s-a efectuat la temperatura de 28 - 30°C timp de 96
ore. Dupa incubare, 3 ml de iod 1 % au fost turnate in fiecare cutie Petri, iar aparitia zonei transparente In
jurul coloniilor indica sinteza de amilaza. Experimentele au fost efectuate in trei repetari, iar valorile medii
au fost prezentate ca rezultate finale [35].

Activitatea catalazei. Tulpinile de micromicete au fost cultivate pe mediul malt-agar, la 28 - 30°C timp
de 96 ore. Toate tulpinile au fost verificate, urmand metoda lui Mahon si colab, (2015) — picatura-sticla. Pe
o lama de sticla cu ajutorul unui ac s-a aranjat particule mici de miceliu din tulpinile de micromicete selec-
tate, deasupra acestora s-a adaugat céte o picatura de peroxid de hidrogen (H20- de 3%). Reactiile pozitive
au fost evidente prin efervescentd imediatd (formarea bulelor) [15].

Activitatea celulazei. Tulpinile de micromicete au fost cultivate pe mediul malt-agar, suplimentate cu
10 g/l carboximetilceluloza, timp de 96 ore, la temperatura de 28 - 30°C. Dupa incubare, 3 ml de iod 1 %
sau 3 ml de 1 % Congo-rosu au fost turnate in fiecare cutie Petri. Suprafata mediului agarizat a fost spalata
de exces de colorant cu apa distilata, iar aparitia zonelor galbene sau rosii in jurul coloniilor indica sinteza
de celulaza [11].

Activitatea lipazei. Pentru screening-ul preliminar al activitatii enzimei lipaza, tulpinile de micromicete
au fost cultivate pe mediul malt-agar suplimentat cu 10 g/l Tween 80, timp de 96 ore, la temperatura de
28 - 30°C. Solutia de Tween 80 (10g/1) s-a autoclavat separat, apoi dupa racire pana la 50°C s-a amestecat
impreund cu mediul agarizat. Dupa cultivare, in calitate de indicator a servit aparitia zonei transparente in
jurul coloniei [34, 35].

Rezultate si discutii

Dupa efectuarea dilutiilor succesive a probelor de apd, sedimente si biofilm a fost efectuata inocularea
micromicetelor in cutii Petri pe mediul malt-agar. Coloniile de fungi aparute pe cutiile Petri au fost numa-
rate, apoi In dependentd de dilutiile efectuate a fost stabilitd densitatea Unitatilor Formatoare de Colonii
(UFC)/1 ml proba. In rezultat sa constatat ci densitatea micromicetelor izolate din api constituie 3x10*
UFC/ml, in sedimente 8x10* UFC/gr, iar in biofilm 1x10° UFC/gr.

Dupa examinarea vizuala si stabilirea puritdtii coloniile ce se deosebeau dupa marime, forma, culoare,
marginea coloniei, culoarea reversului, indiferent de locul izolarii, au fost selectate 105 tulpini si tansferate
in tuburi Inclinate cu mediu agarizat malt-agar pentru cercetari ulterioare.

La urmatoarea etapa a fost studiate particularitatile morfo-culturale a celor 105 tulpini.izolate, iar in
rezultatul cercetarulor au fost identificate 14 genuri: Penicillium, Aspergillus, Trichoderma, Alternaria,
Fusarium, Mucor, Rhizopus, Acremonium, Talaromyces. Botrytis, Chaetomium, Cladosporium, Monilia,
Phoma (tab. 1).

Tabelul 1. Numarul de tulpini isolate si fregventa de aparite ale acestora

Valea Trandafirilor
Nr. Genul tulpinilor .
Nr. tulpinilor izolate Fregventa, %

1 Penicillium sp. 22 20,96

2 Aspergillius sp. 28 26,68

3 Trichoderma sp. 12 11,43

4 Alternaria sp. 5 4,76

5 Fusarium sp. 7 6,67
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6 Mucor sp. 4 3,81
7 Rhizopus sp. 2 1,90
8 Acremonium sp. 2 1,90
9 Talatomyces sp. 2 1,90
10 | Botrytis sp. 2 1,90
11 | Phoma sp. 1 0,95
12 | Chaetomium sp. 2 1,90
13 | Monilia sp. 1 1,90
14 | Cladosporium sp. 1 0,95
15 | Nedetrminate 14 13,34
16 | Total 105 100 %

Mai reprezentativi au fost reprezentatii genurilor Penicillium (22 tulpini), Aspergillus (28 tulpini) si Tri-
choderma (12 tulpini), frecventa carora a constituit 20,96%; 26,68% si respectiv 11,43 % din numarul total
de tulpini izolate. De asemenea o frecventd semnificativa in acest lac au tulpinile ce reprezinta genurile:
Alternaria - 4,76%, Fusarium - 6,75% si Mucor — 3,81%. Reprezentantii celorlalte genuri identificate au o
frecventa nesemnificativa mai mica de 2% fiecare din numarul total de tulpini izolate. 14 tulpini din numa-
rul total de 105 tulpini izolate din acest lac nu au fost identificate, frecventa procentuald a carora constituie
13,34%.

In dependenti de locul izolarii sirul tulpinilor identificate se prezinta in felul urmator:

apa: Aspergillus — Penicillium —Alternaria — Trichoderma —Mucor —Rhizopus —Fusarium
— Botrytis — Talaromyces —Chaetomium — Monilia — Botrytis —Cladosporium;

sedimente: Aspergillus — Penicillium —Trichoderma —Alternaria —Fusarium —Rhizopus —Mucor
— Acremonium —Phoma — Chaetomium,

biofilm: Aspergillius — Penicillium — Trichoderma —Mucor —Botrytis —Alternaria — Talaromyces
—Fusarium.

In toate probele prelevate din apa, sedimente si biofilm au predominat reprezentantii genului Aspegillus,
urmat de reprezentantii genului Penicilium.

Din rezultatele obtinute putem constata cd, comunitatea fungicd din lacuril ,,Valea Trandafirilor” este
fosrte diversa in care predomind genurile Penicillium si Aspergillus.

Majoritatea fungilor depistati in apele dulci sunt prezenti si in sol, dar si in apele sarate ale marilor si
oceanelor.

Fungii acvatici cu filamente superioare, cum sunt hifomicetele acvatice, datoritd enzimelor pe care le
produc, sunt considerati descompunatori majori ai resturilor vegetale de mari dimensiuni din ecosiste-
mele acvatice, adesea dominand procesele de descompunere, cu o pondere de peste 95% fata de bacterii
[16, 24, 26].

Reiesind din cele mentionate a fost studiata activitatea ezimatica: amilaza, catalaza, celulaza si lipaza la
28 tulpini izolate din lacul ,,Valea Trandafirilor”.

Rezultatele obtinute in experientele montate privitor la activitatea enzimatica a amilazei, catalazei, ce-
lulazei si lipazei sunt prezentate in Tab. 1. Conform datelor prezentate doar 2 tulpini izolate din apa (A 2 si
A 8), reprezentati ai genului Trichoderma, au manifestat activitate catalazica medie (++), 5 tulpini au de-
monstrat o activitate scazuta (+) si 2 tulpini nu a manifestat activitate catalazica (-). Dintre tulpinile izolate
din sedimente numai la 3 tulpini a fost observata activitate catalazica scazuta (+), iar la restul 11 tulpini nu
a fost inregistrata o astfel de activitate. La tulpinile izolate din biofilm activitate catalazica slaba (+) a fost
observata numai la 3 din 5 tulpini testate.
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Tabelul 2. Activitatea enzimatica a micromicetelor izolate din lacul ,,Valea Trandafirilor”

Nr. Tulpina Catalaza Amilaza Celulaza Lipaza
Izolate din apa
1 A I Trichoderma + + - +
2 A 2 Trichoderma ++ + - +
3 A 3 Trichoderma + + - -
4 A 4 Trichoderma + + - -
5 A 5 Aspergillus - - - -
6 A 6 Aspergillus - - + -
7 A 7 Talaromyces + + - -
8 A 8 Trichoderma ++ ++ - -
9 A 9 Trichoderma + + - +
Izolate din Sedimente (Namol)
10 N I Talaromyces + - - +
11 N 2 Trichoderma + + + +
12 N 3 Trichoderma + - + +
13 N 4 Aspergillus - - + -
14 N 5 Penicillium - - + -
15 N 6 Penicillium - - - -
16 N 7 Talaromyces - - - -
17 N 8 Aspergillus - - - -
18 N 9 Mucor - - - -
19 N 10 Aspergillus - - - -
20 N 11 Mucor - - - -
21 N 12 Aspergillus - - - -
22 N 13 Mucor - - - -
23 N 14 Aspergillus - - - -
Izolate din Biofilm
24 B 1 Penicillium - - - -
25 B 2 Trichoderma + - - -
26 B 3 Trichoderma + + - +
27 B 4 Mucor + - - -
28 B 5 Aspergillus - + + +

Nota: (++) — activitate medie, (+) activitate slaba, (-) — lipsa activitatii enzimatice.

Activitatea amilazei de asemenea este destul de redusa (tab.1). Astfel, doar o tulpina izolatd din apa a
manifestat activitate medie (++), 6 tulpini au manifestat o activitate amilazica scazuta (+) si 2 tulpini nu au
manifestat activitate. Tulpinile izolate din sedimente s-au manifestat in felul urmator: o tulpina a manifestat
activitate scazutd (+) si 13 tulpini nu au manifestat activitate amilolitica. Din 5 tulpini izolate din biofilm
activitate amilolitica au demonstrat numai 2 tulpini, iar 3 tulpini nu au manifestat activitate.

Ca si in cazul activitatii amilazei activitatea celulazei la tulpinile mentionate a fost scdzuta. Activitate
scazuta (+) a celulazei au manifestat 8 tulpini, izolate din apa, 4 tulpini izolate din sedimente si 1 tulpina
izolata din biofilm, la restul tulpinilor astfel de activitate enzimatica nu a fost depistata (tab.2).

Activitatea lipazei de asemena a fost scazuta, la toate tulpinile testate din acest lac. Astfel, activitatea
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scazutd (+) a lipazei a fost observat la 3 tulpini, izolate din apa, 3 tulpini izolate din sedimente si 1 tulpina
izolata din biofilm, la restul tulpinilor activitatea lipazei a fost lipsa (-).

Astfel, din cele 28 tulpini izolate din lacul ,,Valea Trandafirilor” la 11 tulpini s-a inregistrat o activitate
a catalazei, la 10 tulpini — activitate a amilazei, la 6 tulpini — o activitate a celulazei si la 8 tulpini — o ac-
tivitate a lipazei. Cele mai active sau dovedit a fi tulpinile izolate din apd, evidengiinduse 2 tulpini: A 2 cu
activitate medie a catalazei si A 8 cu activitate medie a catalazei si amilazei, acestea fiind reprezentanti ai
genului Trichoderma.

Rezultatele obtinute au demonstrat cd majoritatea micromicetelor izolate din bazunul acvatic poseda
activitate semnificativad a unei sau a mai multor enzime, care faciliteazd descompunerea materiei vegetale
si a substantelor organice din lac in carbohidrati simplificati, contribuind totodata la purificarea apei din
ecosistemele acvatice. Cele mai active, din punct de vedere enzimatic sau prezentat reprezentantii genurilor
Trichoderma, Talaromyces, Aspergillus.

Avand in vedere aceastd gama largd de enzime produse, micromicetele acvatice prezinta un potential re-
marcabil ca obiecte biotehnologice pentru obtinerea substantelor bioactive pentru aplicatii precum industria
alimentara (aditivi alimentari), medicind (medicamente), industria farmaceutica, cosmetica, agricultura, s. a.

Concluzii

Datorita adaptabilitatii lor remarcabile la diverse conditii de mediu micromicetele sunt prezente
in toate habitatele naturale. Ele poseda un echipament enzimatic complex care le permite sa utilizeze
compusi organici macromoleculari in nutritie. In rezultatul studiului micromicetelor izolate din lacul
,, Valea Trandafirilor”, municipiul Chisindu, s-a constatat ca comunitatea fungica este densa si diversa.
Astfel densitatea micromicetelor izolate din apa constituie 3x10* UFC/ml, in sedimente 8x10* UFC/gr,
iar in biofilm 1x10° UFC/gr. Tot odata comunitatea fungica este foarte diversa, fiind identificate 14 ge-
nuri de fungi miceliali: Penicillium, Aspergillus, Trichoderma, Alternaria, Fusarium, Mucor, Rhizopus,
Acremonium, Talaromyces. Botrytis, Chaetomium, Cladosporium, Monilia, Phoma, care constituie peste
86% din totalul de tulpini izolate. Indiferent de localizarea in bazinul acvatic au dominat genurile Asper-
gillus si Penicillium.

In rezultatul evaludrii potentialului enzimatic (amilaza, celulaza, catalaza si lipaza) a tulpinilor de mi-
cromicete, s-a constata ca reprezentantii genurilor Trichoderma si Talaromyces sunt cei mai activi, demon-
strand activitate a enzimelor studiate.
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