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Inventia se refera la un procedeu pentru determinarea
frecventelor reprezentative in comportarea celulelor
microbiene si algale. Procedeul consta intr-o singura
determinare de spectroscopie dielectrica a caracteris-
ticilor dielectrice ale biomasei in domeniul 0,5...500 Hz,
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caracteristice biomaseitestate, cu o precizie de +0,1%.
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PROCEDEU PENTRU DETERMINAREA FRECVENTELOR REPREZENTATIVE N
COMPORTAREA CELULELOR MICROBIENE SI ALGALE

Inventia se referd la un procedeu de determinare a frecventelor reprezentative pentru
comportarea culturilor microbiene si algale, a frecventelor cdmpului electric la care au loc
modificari substantiale in dezvoltarea si metabolismul acestora.

Este cunoscut faptul ci, cdmpurile electromagnetice aplicate culturilor microbiene si / sau
algale pot avea influente majore asupra dezvoltdrii acestora [1]. Functie de frecventa si intensitatea
campului electromagnetic aplicat aceste influente pot fi pozitive (de stimulare a dezvoltirii) sau
negative (de inhibare a cresterii — degradarea membranelor celulare pand la distrugerea acestora,
sterilizarea biomasei tratate) [2]. Din modele de mecanism de actionare a cémpurilor
electromagnetice asupra dezvoltérii celulelor vii elaborate [1] rezultd ci in domeniul cdmpurilor de
extremd joasd frecventd ELF (de obicei sub 500Hz) influentele sunt complexe si se datoreazi in
primul rand atat proceselor de transfer ionic prin membranele/peretii celulari producénd perturbatii
in proprietitile mecanice si electrice ale lanturilor lipidice, procese ce au loc la diverse frecvente
bine determinate si specifice tipului de celule si a nutrientilor din mediul de crestere.

Sunt cunoscute procedeele microbiologice complexe prin care se fac determinéri
experimentale succesive la diverse frecvente, forme de undi si intensititi ale cimpului ELF aplicat,
pani la gasirea frecventei la care se obtin modificarile comportamentale / efectele microbiologice
si/sau biochimice dorite [3, 4]. Aceste procedee prezintd dezavantajul cd impun un volum extrem de
mare de munca si personal inalt calificat.

Problema tehnicd pe care o rezolvd inventia consti in determinarea rapidd §i exactd a
frecventelor caracteristice ale ELF care aplicat in electro-bioreactoare produc modificiri in
comportamentul si biochimismul unei biomase date.

Procedeul pentru determinarea frecventelor campului electric reprezentative in comportarea
unei biomase date, conform inventiei utilizeazi metoda (in sine cunoscuti) a spectroscopiei
dielectrice si inlaturd dezavantajul mentionat anterior, prin aceea ci in loc de determindri
microbiologice succesive pe biomase expuse la un camp electric la cate o frecventa in tot domeniul
ELF si monitorizarea eventualelor efecte, determinarea frecventelor, la care in dezvoltarea si
biochimismul materiei vii investigate au loc modificari, se realizeazi printr-o singurd determinare
de spectroscopie dielectricd, respectiv determinarea caracteristicilor dielectrice a biomasei
investigate (componenta reald si imaginard a permitivititii dielectrice, tangenta unghiului de
pierderi) in domeniul 0,5 Hz — 500Hz si prelucrarea corespunzitoare a datelor obtinute, urmatd de
reprezentarea graficd a functiilor tg & = F(f) (tangenta ungiului de pierderi in dielectr functie de

frecventd) si a A tg &/ Af = F(f) (variatia specifici a tangentei unghiului de pierderi dielectrice
functie de frecventa).

Procedeul pentru determinarea frecventelor cémpului electric reprezentative pentru
comportarea unei biomase date, la care in dezvoltarea celulelor vii din biomasi se produc
modificari semnificative, conform inventiei, prezinta urméitoarele avantaje:

- determinarea se face rapid (un set de determinri dureazi maxim 30 minute);

- determinarea se poate face chiar i pe probe microbioogice mici (maxim 2 cm®);

- sensibilitate ridicatd — se obtin rezultate precise chiar si pe probe cu continut redus de
celule vii — incepand cu 0,1% masi celule vii in biomasi (celule vii+tmediu de culturd =
biomasa);

- precizie ridicatd — frecventele caracteristice biomasei investigate, conform inventiei, se
obtin cu o precizie mai buna de +0,1%;
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in continuare se prezintd dous exemple de realizare a inventiei in legituri cu Figura 1 care
prezintd evolutia comparativd a functiei 1gd = F(f) pe celulele de Aspergillus niger crescute pe
mediu de culturd tip Czapex-Dox cu zaharozi in diverse stadii de dezvoltare (36 si la 84 ore de
incubare la 30+1°C) fata de acelasi mediu de cultura steril si Figura 2, care prezinti evolutia g5 =
F(f) cu marcarea frecventelor la care in comportarea celulelor de Aspergillus niger — crescute pe
mediu de culturd tip Czapex-Dox cu zaharozd in diverse stadii de dezvoltare (36 si la 84 ore de
incubare la 30+1°C) — se produc modificari semnificative, respectiv Figura 3 care prezinti evolutia
tgd = F(f) crescutd pe mediu de culturd Czapex-Dox avand ca nutrient amidon, dupd 84 ore de
incubare la 30£1°C si Figura 4 in care se prezintd derivata functiei din Figura 3, respectiv evolutia
Atgd/Af = F(f) pe celulele de Aspergillus niger crescutd pe mediu de culturd Czapex-Dox avéand ca
nutrient amidon (dupa 40 ore de incubate la 30+1°C).

Evolutia functiilor g8 = F(f) se stabileste prin metoda, in sine cunoscutd, a spectroscopiei
dielectrice si se obtine prin reprezentarea grafica a rezultatelor inregistrdrilor parametrilor dielectrici
ai biomasei (celulele vii pe sau inglobate in mediul de culturd) introduse intre electrozii celulei de
misurare a echipamentului de spectroscopie dielectricd, echipament ce este prevdzut cu un
generator de semnal sinusoidal si un sistem automat de mésurare si inregistrare a permitivitdtii, a
conductivitdtii si a defazajului semnalului de misurd aplicat pe mediul investigat. Echipamentul
efectueaza si inregistreaza determindri succesive in domeniul frecventelor de interes (uzual pentru
culturi microbiologice fintre 0,5Hz si 200Hz) la frecvente diferite ale semnalului de maésura,
monoton crescitoare in pasii Af (Af — abaterea de frecventd intre doud determindri succesive
cuprinsid intre 5% si 0,1% din valoarea frecventelor respective — in functie de rezolutia urmaérita)
impusi prin programarea aparatului. Astfel se obtin pachete de date de masura, care corespunzitor
prelucrate permit obtinerea de diagrame ca in figurile 1-4.

in primul exemplu de realizare se prezinti rezultatele determinirilor de spectroscopie
dielectricd, realizate la Af=5%, atit pe un mediu de culturd steril de tip Czapex-Dox (avénd
compozitia 2g NaNOs, 0,7g KH,PO4, 0,3g K2HPO4, 0,5g KCl, 0,5g MgSO4-7H,0, 0,01g FeSO4 in
1000mL apa distilatd) avand ca nutrient zaharozi (30g/1000mL), comparativ cu cele realizate pe
acelasi mediu de cultura inoculati (cca. 10°-10° spori/mL) cu Aspergillus niger in diverse stadii de
dezvoltare a mucegaiului investigat (la 36 si la 84 ore de incubare la 30+ °C). Din figura 1 se
constatd cd pe mediul de culturd steril evolutia functiei g6 = F{(f) este monoton scdzétoare — nu
prezintd discontinuititi, ceea ce inseamna cd in mediul steril nu se produc procese chimice si/sau
biochimice prin care s se modifice substantial parametrii dielectrici ai reactantilor intrate in proces
fatd de cea a produsilor de reactie formati, precum si faptul ci valorile 7gd sunt relativ mari (cel
putin duble fati de valorile inregistrate pe mediul cu crestere de Aspergillus niger) fapt ce se
datoreazd mobilitatii libere (neconditionate) a purtétorilor de sarcind (ionii rezultati prin disocierea
sdrurilor minerale addugate mediului de culturd) in volumul probei investigate. Evolutiile 1gd = F(f)
inregistrate pe acelasi mediu de culturd inoculat cu spori de Aspergillus niger se constatd mai multe
discontinuititi, respectiv variatii mai bruste ale gd functie de frecventd, care se pun in evidentd
prin restrangerea reprezentdrii pe verticald (axa Y — pana la valoare maxima a 1gd = 0,01) — figura 2
din care se constatd ci functie de stadiul de dezvoltare a biomasei (la 36 ore de incubare predomina
procesul de formare a miceliului primar, spre deosebire de 84 de ore de incubare cind predominid
formarea si maturizarea fructificatiilor). Aceste discontinuititi indicd faptul ca, la frecventele
respective pe de o parte se produc si se intensificd procesele/reactiile chimice si/sau biochimice prin
care se modifica substantial parametrii dielectrici (componentele reale i imaginare ale permitivitatii
dielectrice, precum si conductivitatea) ai reactantilor intrate in proces fati de cea a produsilor de
reactie formati (de exemplu: reactii de condensare intre grupdrile -NHz" si -COO; reactii de
complexare a ionilor metalici care reduc substantial mobilitatea purtitorilor de sarcini din electrolit
etc.), iar pe de o parte pot fi perturbate functionarea pompelor ionice din membranele celulare,
procese care au drept consecinti modificiri comportamentale in dezvoltarea culturilor
microbilogice investigate. Aceste frecvente caracteristice obtinute pe mediile de culturd investigate,

feet

oD

(v



a 2016 00091 09/02/2016

sunt marcate in figura 2, din care se constatd ci, in cazul Aspergillus niger crescut pe mediu
Czapex-Dox si hranit cu zaharoza, in stadiul de formare a miceliul primar dezvoltarea mucegaiului
poate fi influentatdi cu un camp electric de 1,8Hz, in stadiul de formare si maturizare a
fructificatiilor cu un cadmp electric de 2,9Hz, iar cAmpurile electrice avand frecventele de 38,3Hz;
49,7Hz; 100Hz si 156,5Hz pot produce modificdri comportamentale diferite in toate etapele de
dezvoltare.

in al doilea exemplu de realizare se prezinti rezultatele determinarilor de spectroscopie
dielectrica realizate pe celulele de Aspergillus niger crescutd pe mediu de culturd Czapex-Dox
avand ca nutrient amidon (30g/1000mL), la 84 ore de incubare la 30+1°C — la care datoriti plajei
extinse a valorilor 1gd Tnregistrate, in figura 3, se poate distinge o singurd frecventa la care functia
tgd = F(f) prezintd discontinuitéti (1,5Hz), situatie in care se procedeazi la derivarea functiei #gd =
F(f) determinate experimental, adicd a functiei A7gd/Af = F(f) care reprezintd evolutia functie de
frecventd a abaterilor valorilor 1gd masurate la doud valori ale frecventei semnalului de mésurd
succesive (Figura 4), procedurd care permite identificarea frecventelor la care campul electric
aplicat biomasei investigate produce modificari in comportamentul/dezvoltarea acesteia. Astfel, din
figura 4 se constatd ca dezvoltarea mucegaiului Aspergillus niger crescutd pe mediu Czapex-Dox
avand ca nutrient amidon poate fi influentatd prin suprapunerea mediului de crestere a unui cdmp
electric perturbator la urmitoarele frecvente: 12,9Hz, 15,6Hz, 20,2Hz, 27,8Hz, 31,6Hz, 38,3Hz,
59,9Hz, 107Hz, 147Hz si 178Hz.

In mod similar cu primul si al doilea exemplu de realizare, determinarea frecventelor
reprezentative pentru comportarea culturilor microbiene si algale, a frecventelor cAmpului electric la
care au loc modificari substantiale in dezvoltarea §i metabolismul acestora se poate realiza pentru
orice mediu de culturd cu nutrienti diferiti si alte specii microbiologice, cu precizarea ci in situatiile
in care continutul in celule vii a biomasei investigate este relativ mic (sub 1% din masa totala a

probei), pentru determinarea/ marcarea frecventelor reprezentative se va proceda la reprezentarea
functiei Atgd/Af = F(f)
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PROCEDEU PENTRU DETERMINAREA FRECVENTELOR REPREZENTATIVE iN
COMPORTAREA CELULELOR MICROBIENE $I ALGALE

REVENDICARI

Procedeu de determinare a frecventelor reprezentative pentru comportarea culturilor microbiene
si algale care utilizeazi rezultatele determindrilor caracteristicilor dielectrice a biomasei prin
metoda spectroscopiei dielectrice, caracterizatr prin aceea cd, valoarea frecventelor
reprezentative se obtin grafic prin marcarea discontinutitilor pe diagrama de reprezentare a
functiei #g6 = F(f) obtinute prin mdsurdtori de spectroscopie dielectrici in domeniul
frecventelor cuprinse 0,5Hz si 200Hz cu pasi de mésurare Af cuprinsi intre 5% si 0,1%.

Procedeu de determinare a frecventelor reprezentative pentru comportarea culturilor microbiene
si algale, cu continut relativ redus de celule vii in biomasd, conform revendicérii 1, caracterizat
prin aceea cd valoarea frecventelor reprezentative se obtin grafic prin marcarea discontinutétilor

pe diagrama de reprezentare a functiei A7gd/Af = F(f) obtinute prin méasuritori de spectroscopie
dielectrica.
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Figura 1. Evolutia 1gd = F(f) — comparativ pe mediu de culturi steril si pe celulele de
Aspergillus niger crescutd pe mediu de culturi Czapex-Dox avind ca nutrient zaharoza
(36 si la 84 ore de incubare la 30+1 °C)
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Figura 2. Evolutia /g6 = F(f) pe celulele de Aspergillus niger crescuti pe mediu de culturd
Czapex-Dox avind ca nutrient zaharozi (36 si la 84 ore de incubare la 301 °C) — cu
marcarea frecventelor reprezentative.
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Figura 3. Evolutia 726 = F(f) pe celulele de Aspergillus niger crescuti pe mediu de cultura
Czapex-Dox avand ca nutrient amidon, la 84 ore de incubare la 30+1°C
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Figura 4. Evolutia derivatei Aigd/Af = F(f) pe celulele de Aspergillus niger crescuti pe mediu
de culturi Czapex-Dox avind ca nutrient amidon (40 ore de incubare la 30:i:1°C) —cu
marcarea frecventelor reprezentative
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