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Rezumat
A fost studiat efectul unor substante ce produc deteriorarea structurii si functiei mem-
branei celulare (nistatina, alcoolul polivinilic, metanolul, etanolul), agentilor tensioactivi
(Tween — 20, Tween — 80, Triton 305) si 2-4 dinitrofenolului asupra activitatii catalazei
si randamentului biomasei micromicetei Penicillium funiculosum CNMN FD 11. S-a
constatat ca suplimentarea mediului nutritiv cu etanol Tn concentratie de 600 mM, Triton
305, Tween 20, Tween 80 n concentratie de 1-5 mM sporeste activitatea catalazei de
1,4-1,5 ori.
Cuvinte cheie: Penicillium funiculosum CNMN FD 11 — catalaza - randamentul bioma-
sei — alcooli - substante tensioactive.
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Introducere
Catalaza participa la reactia de descompunere a H,O, pina la oxigen
molecular si apa. Aceasta enzima este universal raspindita in natura, activitatea
ei fiind prezenta Tn toate microorganismele aerobe, in celulele plantelor,
animalelor si omului. Datoritd capacitatilor sale de a neutraliza peroxidul,
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catalaza este pe larg utilizata in diferite ramuri ale economiei nationale, spre
exemplu: prelucrarea pieilor, inalbirea si colorarea materialelor textile s.a. [2,
19]; de asemenea este utilizata in industria alimentara la procesele de sterilizare
rece a berii, sucurilor, produselor lactate. Actualmente, catalaza este utilizata
Tn monitoringul ecologic, cercetarile stiintifice, tehnologia de biosensori ce
sunt Tntrebuintati la determinarea cantitativa a H,O, si etanolului [11]. Un rol
deosebit 1i revine catalazei in medicina si farmaceutica. Ea este cunoscuta in
practica medicala datorita capacitatii antioxidante ridicate si este utilizata in
profilaxia si tratamentul diferitor maladii [6; 15; 18].

Reiesind din semnificatia teoretica si practica, producerea catalazei si
micsorarea sinecostului ei are o importanta deosebita, iar cercetarile orientate
spre valorificarea unor noi producatori de catalaza si diferitor reglatori si
stimulatori ai activitatii enzimatice sunt actuale.

Exista numeroase metode de intensificare a biosintezei enzimatice la
microorganisme - producatori de catalaza utilizind diferite substante chimice:
compusi coordinativi, alcooli, oxidanti, antioxidanti, inhibitori ai sintezei
enzimatice, tweenuri etc [5, 13, 14, 17, 22-24]. Astfel, compusii coordinativi
ai Fe(111) introdusi Tn mediul nutritiv la cultivarea fungilor Penicillium piceum
F-648 A3 si Penicillium funiculosum CNMN FD 11 majoreaza activitatea
catalazei cu 30-50% [26]. Cu marirea concentratiei ionilor de fier Tn mediul
nutritiv se mareste cantitatea de catalaza la cultivarea tulpinii Penicillium
funiculosum KM MI'Y 433 [16]. O majorare a catalazei de 1,3 - 4,5 ori a fost
Tnregistrata la cultivarea submersa a tulpinii Penicillium piceum pe mediul
nutritiv suplimentat cu hemoglobina, nistatina, 2 - 4 dinitrofenol si alcool
etilic [25]. De asemenea, a fost demonstrata actiunea stimulatoare a heminei
si alcoolului metilic la bacteriile anaerobe din genul Clostridium, Acetobacter
si Methanobrevibacter. In experientele efectuate, substantele mentionate, au
majorat semnificativ cantitatea catalazei (2 — 100 ori) [12].

Reiesind din cele mentionate, scopul cercetarilor a constat in analiza
modificarilor activitafii catalazei si acumularii biomasei tulpinii Peniciilium
funiculosum CNMN FD 11 in prezenta diferitor efectori ai sintezei enzimatice
n mediul nutritiv de cultivare.

Materiale si metode

Caobiect de studiu aservit tulpina Penicillium funiculosum CNMN FD 11—
depozitata in Colectia Nasionald de Microorganisme Nepatogene ca potential
producator de catalaza [9].

Cultivarea s-a realizat pe mediul cu compozitia (%): KNO, - 0,74; glucoza
—4,0; NaH,PO, - 0,25; K_.HPO, - 0,25; MgSO x7H.0O - 0,005; FeSO x7H.O —
0,005 si extract de drojdii — 18,5 ml/I; microelemente — 1,0 ml/I, pH - 6,6. Solutia
de microelemente contine mg/l: MnSO,x 4H,0 - 1,0; NH,M0,0,x 4H,0 - 1,0;
CuSO,x 5H.,0 -0,1; ZnSO x 7H,0 - 2,0; CoCl,, - 2,0; CaCl, - 2,0.
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Tulpina a fost cultivata in baloane Erlenmayer de 250 ml cu 50 ml mediu
nutritiv, timp de 6 zile latemperatura de 28°C, pe agitator cu 180 r.p.m.

In calitate de biostimulatori ai activitatii catalazei la tulpina Penicillium
funiculosum CNMN FD 11 au fost testate substantele: 2 - 4 dinitrofenol,
nistatina, alcool etilic, alcool metilic, acool polivinilic, Tween 20, Tween, 80,
Triton 305. Substantele testate, in diferite concentratii, au fost suplimentate in
mediul nutritiv lichid Tn timpul inocularii. Ca inocul a servit suspensia apoasa
de spori, cu concentratia de 5x10°. Suspenzia a fost obtinuta prin spalarea cu apa
distilata a sporilor tulpinii Penicillium funiculosum CNMN FD 11cultivata pe
mediul malt-agarizat inclinat, timp de 14 zile.

Activitatea catalazeiafostdeterminata prinmetodatitrimetrica. Dreptunitate
de activitate enzimatica s-a considerat cantitatea de enzima, care descompune
1uM H,0, (0,034ug) timp de 1 minut la temperatura de 28°C [21].Cantitatea
de biomasa a fost determinata prin metoda gravimetrica, fiind anterior separata
din lichidul cultural prin filtrare si uscare la temperatura de 105°C [20]. Datele
obtinute au fost analizate prin metoda calculului statistico-matematic, utilizind
programul Microsoft Office Excel.

Rezultate si discutii
Analiza rezultatelor obtinute privind actiunea 2-4 dinitrofenolului asupra
randamentului biomasei si activitafii catalazei, la cultivarea submersa a
tulpinii Penicillium funiculosum CNMN FD 11, a demonstrat, ca pentru toate
concentratiile substantei testate suplimentate in mediul nutritiv, cantitatea
biomasei in variantele experimentale este superiora martorului, insa activitatea
enzimatica este diferita (tabelul 1).

Tabelul 1. Activitatea catalazei si biomasa micromicetei Penicillium funiculosum
CNMN FD 11 cultivata in prezenta 2-4 dinitrofenolului si nistatinei.

° Concen- Catalaza Biomasa
= | Substanta -
= M tratia
z testata U/ml % M gl % M
0,002mM |500,5 + 10,3 95,020 (119+29 108,2 + 26,4
1 2-4 dinitro- | 0,004mM | 513,1 + 30,8 97,3+58 |[12,2+3,3 110, 9+30,0
fenol 0,008mM |524,5+ 27,2 99,5+52 [12,9+3,3 117,3+30,0
0,01mM |563,1+ 23,0 106,9+4,4 1146 +3,2 132,7+29,0
0,05uM 508,7+1,5 96,6+0,3 |[13,8+2,6 125,5+23,6
. 0,1uM 481,7+16,5 91,4+3,1 [124+2,1 112,7+19,1
2 Nistatina
0,15uM 456,8 + 3,9 86,7+0,7 [11,0+25 100,0+22,7
0,2 uM 334,1+14,0 63,4+2,7 |[104+2.2 94,5+20,0
Martor* 527,1+2,3 100+0,4 11,0+1,5 | 100,0+ 13,6

Nota: *martor — mediul nutritiv fara substantele testate.
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Din rezultatele prezentate se vede, ca acumularea biomasei se mareste
diferit odata cu marirea concentratiei substantei suplimentate in mediul nutritiv.
Astfel, la cresterea concentratiei 2 - 4 dinitrofenolului de la 0,002 la 0,008
mM, cresterea acumularii biomasei are loc treptat (8,2 - 17,3% fata de martor).
Majorarea in continuare a concentratiei substantei pina la 0,01mM a avut un
efect stimulator mai pronuntat (de pina la 32,7%).

Rezultatele obtinute la determinarea activitatii catalazei Penicillium
funiculosum CNMN FD 11, cultivata in mediul nutritiv suplimentat cu 2 - 4
dinitrofenol, a demonstrat ca substanta data in cantitati mici (0,002 - 0,008 mM)
practic nu influenteaza asupra activitatii catalazei (95,0 - 99,5%), iar in cantitati
mai mari (0,01mM) a produs o sporire nesemnificativa a acestui indice (6,9 %)
fata de martor.

Suplimentarea mediului de cultivare cu antibioticul nistatina a actionat
negativ asupra activitatii enzimatice. Pentru toate concentratiile nistatinei,
suplimentate in mediul nutritiv, s-a inregistrat o diminuare a activitatii catalazei
fatd de martor. Activitatea minima a catalazei. de 63,45% fata de martor. a
fost Tnregistrata Tn varianta cu concentratia maxima de nistatina - 0,2uM. Spre
deosebire de activitatea catalazei, cantitatea de biomasa e mai mare cu 12,7 -
25,5 % Tn cazul suplimentarii mediului nutritiv cu nistatina in concentratii mici
(0,05 - 0, 1uM), insa cu marirea concentratiei nistatinei (0,2uM) acumularea
biomasei micromicetei Penicillium funiculosum CNMN FD 11 scade treptat
pina la 94,5% fata de martor.

Astfel, analizind rezultatele obtinute s-a observat ca, marirea concentratiei
2-4 dinitrofenolului de la 0,002mM pina la 0,01mM, in mediul nutritiv de
cultivare submersa a tulpinii Penicillium funiculosum CNMN FD 11, duce la
sporirea atit a biomasei cit si a activitatii enzimatice, iar marirea concentratiei
nistatinei (0,05 - 0,2uM) contribuie la diminuarea atit a acumularii biomasei cit
si a activitatii catalazei

Datele obtinute nu se afla in concordanta cu rezultatele altor cercetatori
care au identificat actiuni benefice ale acestor substante (2 - 4 dinitrofenolul si
nistatina) asupra microorganismelor [1, 3]. Astfel, savantii belorusi utilizind 2-4
dinitrofenolul in cantitate de 0,001 - 0,002 mM la cultivarea unui alt reprezentant
al genului Penicillium - Penicillium piceum au obtunut o majorare a activitatii
catalazei cu 22 - 57%, iar utilizind nistatina in cantitate de 0,05 - 0,15uM -cu
28 - 35% fata de martor [25].

Numeroase cerecetari au demonstrat efecte pozitive la utilizarea alcoolilor
n calitate de stimulatori ai biosintezei catalazei la microorganisme [7, 8, 21].
Astfel, prezenta etanolului Th mediul nutritiv de cultivare a tulpinii Penicillium
piceum sporeste activitatea catalazei de 1,2-1,4 ori. Majorarea esentiala a
activitatii catalazei a fost inregistrata la cultivarea Thermoascus auranticus (cu
23%), Saccharomyces cerevisiae (cu 50-100%) in prezenta etanolului.
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In cazul suplimentarii mediului nutritiv cu metanol activitatea catalazei
micromicetei Aspergillusniger G-1V -10 acrescut de 2 ori. [2, 4, 24].

Studiul influentei alcoolilor asupra tulpinii Penicilliumfuniculosum CNMN
FD 11 a demonstrat o actiune inhibitoare asupra activitaii catalazei si asupra
cresterii tulpinii luate Tn studiu, exceptie facind doar alcoolul etilic (fig. 1- 3).
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Tntroducerea in mediul nutritiv aalcoolului polivinilic practic nu influenteaza asupra
acumularii biomasei tulpinii Penicillium funiculosum CNMN FD 11, dar actioneaza
negativ asupra activitatii catalazei, care constituie doar 67,8 — 73,0% fata de martor.
(fig.1). Prezenta acoolului metilic in mediul nutritiv inhiba atit cresterea tulpinii, cit
si activitatea catalazei (fig.2). Valorile activitatii catalazei, cit si a cantitatii biomasei
nu depasesc limitele valorilor 76,0 - 86,4 % fatd de martor. Rezultate pozitive au fost
obtinute numai la utilizarea alcoolului etilic care suplimentat in mediul nutritiv Tn
concentratie de 600 mM a contribuit la sporirea activitatii catalazei tulpinii Penicillium
funiculosum CNMN FD 11 cu 49,5 % fata de martor (fig. 3). In acelasi timp
mentionam, ca tulpina luata in studiu a Tnregistrat o diminuare nesemnificativa a
acumularii biomasei cu 2-5 %, iar Tn varianta cu concentratia mare a alcoolului
etilic (800 mM) cantitatea biomasei constituie doar 80 % fata de martor.

Cercetarile de sporire a potentialului biosintetic al micromicetei Penicillium
funiculosum CNMN FD 11 au continuat cu testarea substantelor tensioactive
Tween 20, Tween 80 si Triton 305.
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Conform datelor din literatura de specialitate, substantele tensioactive
actioneaza asupra membranei celulare si fiind utilizate in cantitati mici faciliteaza
iesirea endoenzimelor in mediul cultural, iar utilizate in cantitati mari, pot
distruge membrana celulara, cea ce duce la scaderea productivitatii miceliului
[10, 22]. Tn conformitate cu rezultatele obtinute (fig. 4), activitatea catalazei
micromicetei Penicillium funiculosum CNMN FD 11 depinde de concentratia
substantelor tensioactive (Tween 20, Tween 80 si Triton 305) suplimentate in
mediul de cultivare.
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Fig. 4. Influenta substantelor tensioactive asupra activitatii catalazei micromicetei
Penicillium funiculosum CNMN FD 11.

Utilizate Tn cantitati mici (1-20 mM), substantele tensioactive, actioneaza ca
stimulatori ai biosintezei enzimatice. Valoarea maxima a activitatii catalazei a
fost nregistrata in varianta suplimentata cu 5 mM Tween 80 si constituie 157,9
% fatd de martor. Fiind, insd, utilizate Tn cantitati mari (50 - 200 mM), substantele
tensioactive, actioneaza ca inhibitori, activitatea catalazei micsorindu-se pina la
62% fata de martor. Astfel, activitatea enzimatica maximala la utilizarea Tween
20 a fost Tnregistrata la concentratia de 1 mM (151,5% M), iar minima la 200
mM (62 % M). Valoarea maxima a activitatii catalazei la suplimentarea mediului
nutritiv cu Tween 80 si Triton 305 a fost Tnregistrata la concentratia de 5 mM si
este cu 57,9 si respectiv 55,8 % superioard martorului. Mérirea in continuare a
concentratiei substantelor tensioactive mentionate in mediul de cultivare duce
la diminuarea activitatii catalazei, iar de la concentratia de 50 mM acestea se
manifesta ca inhibitori.

Toate substantele tensioactive mentionate au influentat negativ asupra
acumul@rii biomasei P. funiculosum CNMN FD 11, cantitatea minima de
biomasa obtindndu-se la utilizarea lor in concentratii mari (fig.5).

Indiferent de activitatea catalazei, cantitatea biomassei scade treptat odata
cu marirea concentratiei substantelor tensioactive testate. Astfel, la mérirea
concentratiei substantelor tensioactive suplimentate in mediul de cultivare de
la ImM pina la 200mM, acumularea biomasei scade pina la 72% la utilizarea
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Tween 20, la suplimentarea cu Tween 80 cantitatea biomasei scade de la 96,7
pina la 60,0%, iar la utilizarea Triton 305 valoarea biomasei scade de la 88,3
pina la 43,5% fata de martor.
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Fig. 5. Influenta substantelor tensioactive asupra randamentului biomasei la tulpina
Penicillium funiculosum CNMN FD 11.

Concluzii

1. 2-4 dinitrofenolul cit si nistatina n concentratii mici (0,05 — 0, 1uM)
suplimentate in mediul nutritiv de cultivare a micromicetei Penicillium
funiculosum CNMN FD 11 sporesc acumularea biomasal.

2. Nistatina la concentratii mai mari de 0,1uM, cit si alcoolii polivinilic
si metilic exercita un efect inhibitor asupra activitatii catalazei si acumularii
biomasal micromicetel Penicillium funiculosum CNMN FD 11.

3. Suplimentarea mediului nutritiv de cultivare cu alcool etilic in concentratie
de 600 mM sporeste activitatea catalazei Penicillium funiculosum CNMN FD
11 fata de martor cu 49,5%, Tween 20 in concentratie de 1mM cu 51,5%, Tween
80 si Triton 305 in cantitate de 5 mM cu 57,9 si respectiv 55,8 %.

4. Alcoolul etilic, Tween 20, Tween 80 si Triton 305 pot fi utilizati Tn calitate
de stimulatori ai activitatii catalazei micromicetei Penicillium funiculosum
CNMN FD 11.
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