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Biosinteza enzimatică a microorganismelor este influenţată direct de componentele mediului nutritiv. Uutilizând 

metoda planificării matematice, s-a stabilit ca mediul de cultură pentru biosinteza maximă a catalazei tulpinii Penicillium 

funiculosum CNMN FD 11 este (g/l): KNO3 – 7,4; glucoză – 40,0; NaH2PO4 – 2,5; K2HPO4 – 2,5; MgSO4 x 7H2O – 0,05; 

FeSO4 x 7H2O – 0,055, extract de drojdii – 18,5 ml; microelemente – 1,0 ml, pH iniţial – 6,6.  

Cuvinte-cheie: azot, carbon, tulpină, mediu nutritiv, activitatea catalazei.  

 

OPTIMIZATION OF THE NUTRITIVE MEDIUM FOR CULTIVATION OF  

PENICILLIUM funiculosum – A SOURCE OF CATALASE  

Enzymatic biosynthesis of microorganisms is directly influenced by nutrient components. Using the mathematical 

programming model, it has been established that culture medium of Penicillium funiculosum CNMN FD 11 for maximum 

biosynthesis of catalase is (g/l): KNO3 – 7,4; glucose – 40,0; NaH2PO4 – 2,5; K2HPO4 – 2,5; MgSO4 x 7H2O – 0,05; 

FeSO4 x 7H2O – 0,055 and yeast extract – 18,5 ml; microelements – 1,0 ml, initial pH – 6,6.  

Keywords: nitrogen, carbon, strain, culture medium, catalase activity. 

 

 

Introducere 

Enzimele sunt utilizate pe larg în diverse domenii: cercetare, diagnoză clinică, industrie (farmaceutică, 

chimică, alimentară, textilă etc.), agricultură, epurarea apelor reziduale etc. Producători de performanţă ai 

enzimelor sunt microorganismele [1-7]. Biosinteza enzimatică a microorganismelor este influenţată atât de 

componenţa mediului nutritiv, cât şi de alţi factori fizici şi chimici: temperatura, durata cultivării, pH-ul, 

aeraţia etc., astfel încât productivitatea produsului preconizat să fie maximală. Determinarea şi aplicarea 

valorilor optime ale acestor factori permite nu doar intensificarea biosintezei, creşterea randamentului şi 

activităţii enzimatice, dar face posibilă şi programarea compoziţiei componentelor enzimatice în concordanţă 

cu destinaţia lor, elaborarea procedeelor efective de realizare a proceselor biotehnologice. La elaborarea 

procedeelor biotehnologice e necesar ca în mediul nutritiv raportul nutrienţilor să fie aproximativ ca în 

celulele microorganismului producător şi, într-o formă accesibilă, atât macroelementele (carbon, oxigen, 

azot, hidrogen, sulf, fosfor, potasiu, sodiu etc.), cât şi oligoelementele (mangan, molibden, zinc, cupru, 

cobalt etc.), care pot reglementa procesele metabolice în organism şi schimba direcţia de reacţii enzimatice. 

Mediile de cultură sunt specifice fiecărui tip de microorganism şi conţin componente care asigură sursele 

energetice şi necesarul nutriţional microorganismului producent. Microorganismele de interes industrial 

sunt cunoscute ca agenţi selecţionaţi, adaptaţi să se dezvolte prin asimilarea anumitor surse de carbon, azot etc. 

pentru dirijarea proceselor fermentative şi obţinerea unor randamente superioare de produşi de metabolism 

microbian cu valoare economică [3, 8-11].  

Având în vedere preţul mare al preparatelor enzimatice, pentru o rentabilitate mai înaltă a producţiei 

este necesar de a micşora costul la o unitate de produs. Această reducere a costului poate fi obţinută, în 

primul rând, pe baza realizării potenţialului biosintetic al microorganismului producent şi intensifirării 

procesului de sinteză, de asemenea prin micşorarea sinecostului materiei prime utilizate la prepararea me-

diilor nutritive. Iar selectarea surselor de materie primă ieftină şi eficientă permite obţinerea unor medii 

economice pentru cultivarea microorganismelor producenţi. La prepararea mediilor nutritive sunt utilizate 

surse de origine chimică (săruri) şi organică (făină, extracte vegetale etc.). O mare parte din elementele necesare 

pentru cultivarea microorganizmelor, precum şi un set mare de factori de creştere (vitamine, aminoacizi, 

peptide) se introduc în mediul nutritiv împreună cu apa şi aditivii organici (faină de: porumb, soia, ovăs; 

extracte de: porumb, drojdii etc.). Prezenţa sau lipsa lor în mediul nutritiv poate acţiona stimulator asupra 

sintezei anumitor enzime [5, 12-16].  
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În prezent, pentru optimizarea condiţiilor şi a mediului de cultivare a microorganismelor producenţi este 
folosită pe larg metoda planificării matematice a experimentului, care permite de a examina concomitent 
efectul mai multor factori implicaţi în acest proces. Această metodă permite de a investiga necesitatea micro-
organismului în orice element de nutriţie şi de a optimiza copmoziţia mediului nutritiv. Astfel, prin varierea 
factorilor mediului de cultivare şi ținând cont de caracteristicile fiziologice ale microorganismului se 
poate obţine complexul de substanţe bioactive preconizat [17-19]. De aceea, efectuarea cercetărilor axate 
pe optimizarea mediilor de nutriţie şi a condiţiilor de cultivare a microorganismelor  producenţi, pentru 

elaborarea unei tehnologii rentabile pe obţinere a substanţelor bioactive , este necesară şi actuală.  
Scopul cercetărilor a constat în optimizarea mediului de cultivare a tulpinii Penicillium funiculosum 

CNMN FD 11 – sursă de catalază. 

Material şi metode 

Ca obiect de studiu a servit tulpina Penicillium funiculosum CNMN FD 11, selectată ca potenţial produ-
cător de catalază. Mediul iniţial pentru cultivarea tulpinii Penicillium funiculosum CNMN FD a avut com-
ponenţa (%): KNO3 – 0,5; glucoză – 4,0; NaH2PO4 – 0,15; K2HPO4 – 0,1; MgSO4 x 7H2O – 0,005; FeSO4 x 
7H2O – 0,001; extract de drojdii – 0,1, soluţie de microelemente – 0,1. Soluţia de microelemente conţine (%): 
MnSO4x4H2O – 0,01; NH4Mo7O4 x 4H2O – 0,01; CuSO4 x 5H2O – 0,01; ZnSO4 x 7H2O – 0,02; CoCl2 – 0,02; 
CaCl2 – 0,02.  

Pentru determinarea catalazei cultura a fost cultivată în colbe Erlenmayer, volumul 250 ml cu 50 ml mediu 

lichid. Cultivarea a avut loc pe agitator la temperatura de 28oC, timp de 6 zile. Valoarea iniţială a pH-ului 6,6. 
În calitate de material semincer a servit soluţia apoasă de spori cu concentraţia de 5x106 spori /ml mediu 
cultural. Activitatea catalazei a fost determinată în lichidul cultural prin metoda titrimetrică [20]. Lichidul 
cultural a fost separat de biomasă prin filtrare. 

Optimizarea mediului de nutriţie în scopul obţinerii unei productivităţi sporite de catalază a avut loc în 
câteva etape. Primul pas a constat în determinarea sursei optime de carbon şi azot, după care, prin metoda 
planificării matematice a experimentului, a fost studiată dependenţa activităţii catalazei de concentraţia fiecărui 
factor pe fonul stabilităţii celorlalţi componenţi ai mediului [17,18]. În calitate de surse de carbon au fost 
cercetate: glucoza, zaharoza, fructoza şi amidonul. Au fost testate 3 concentraţii de hidrocarbur (%): 0,5; 1,0; 
2,0. Glucoza din mediul de control a fost substituită cu una dintre sursele de carbon cercetate. În calitate de 
surse de azot au fost cercetate 8 săruri minerale ce conţin azot. 

În baza datelor obţinute au fost selectate unităţile de variere a factorilor pentru montarea experienţei conform 
planului factorial fracţionat EFF28-4, pentru aprecierea sensului pozitiv sau negativ al varierii factorilor evi-
denţiaţi. Rezultatele obţinute în experienţa EFF28-4 au fost analizate după algoritmul Iets, calculându-se coefi-
cienţii de regresie cu valori maxime şi factorii ce le corespund. În rezultat a fost determinată direcţia de modi-
ficare a concentraţiei compuşilor corespunzători în scopul sporirii continuie a productivităţii. În continuare, 
optimizarea factorilor esenţiali s-a efectuat prin metoda ascendenţei (metoda Boox- Wilson), care prezintă o 
experienţă factorială cu mişcarea pe gradient. Această experienţă permite de a selecta combinaţia cantitativă 
optimă a tuturor componentelor mediului, care asigură o productivitate maximă posibilă în condiţiile date. 
Planul experienţei „mişcarea pe gradient” a fost alcătuit în baza rezultatelor obţinute la prelucrarea EFF28-4. 
Pe baza rezultatelor obţinute a fost selectată varianta optimă a mediului pentru cultivarea tulpinii Penicillium 
funiculosum CNMN FD 11. 

Experienţele au fost efectuate în 3 repetări. Prelucrarea statistică a datelor a fost efectuată cu ajutorul 

programului MS Office Excel 2010. 

Rezultate şi discuţii 

Azotul şi carbonul sunt elemente esenţiale pentru toate sistemele biologice. Azotul (reprezintă 10-14% 
din substanţa uscată a celulei) este necesar pentru sinteza de aminoacizi, purine, puridine, unele lipide, 
coenzime etc. Carbonul (constituie 50% din substanţa uscată a celulei) reprezintă sursa de energie în celulă şi 
intră intr-o serie de combinaţii anorganice sau organice, este o parte permanentă a protoplasmei, enzimelor şi 
a membranei celulare. Complexitatea chimică a mediilor de cultură necesare cultivării diferitelor tipuri de 
microorganisme este în dependenţă directă de capacităţile lor de biosinteză. Diversitatea capacităţilor de 
biosinteză ale diferitelor tipuri de microorganisme este determinantă pentru diversitatea mediilor de creştere, 
dar este amplificată de specializarea fiziologică extremă a unor microorganisme care necesită prezenţa în 
mediu a unui singur compus chimic pe care îl foloseşte ca sursă de carbon [7,9,20,21]. 
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Conform datelor din literatura de specialitate, cele mai efective surse de carbon pentru micromicete din 

care acestea obţin energia necesară pentru iniţierea reacţiilor de biosinteză sunt: glucoza, zaharoza, fructoza 

şi amidonul, iar surse de azot sunt nitraţii şi substanţele organice (făina de: soia, porumb; extractele de: porumb, 

malţ, drogdii etc.) [11,13,20,22].  

La optimizarea mediului s-a ţinut cont de cele menţionate anterior şi la prima etapă a fost selectată sursa 

optimă de carbon şi azot pentru cultivarea tulpninii luate în studiu. În experienţele montate pentru selectarea 

sursei optime de azot au fost testate 8 săruri ce conţin azot (Fig.1).  
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Fig.1. Activitatea catalazei tulpinii Penicillium funiculosum CNMN FD 11 

 în dependenţă de sursa de azot din mediul nutritiv. 

 

Rezultatele prezentate în Figura 1 demonstrează că activitatea catalazei tulpinii luate în studiu este în 

dependenţă directă de tipul surselor de azot utilizate în mediul de cultură. Cea mai înaltă activitate a catalazei 

s-a obţinut în variantele ce conţin nitraţi de azot. Astfel, în variantele cu KNO3 şi NaNO3, în cantitate de 2%, 

activitatea catalazei constituie 293,5 U/ml şi, respectiv, 288,6 U/ml, iar în variantele în care a fost utilizată ureea, 

NaNO2 şi sărurile amoniacale de azot, cu excepţia variantei (NH4)2SO4, activitatea catalazei a fost de 3 ori 

mai mică şi variază în limitele 73,3-128,8 U/ml. 

Ca sursă de carbon au fost testate: zaharoza, glucoza, fructoza şi amidonul în 3 concentraţii (0,5; 1,0; 2,0%) 

(Fig.2). În urma studiului influenţei surselor de carbon asupra biosintezei catalazei s-a stabilit că tulpina  

P. funiculosum CNMN FD 11 asimilează mai efectiv zaharoza, glucoza şi fructoza şi mai slab amidonul. Conform 

rezultatelor obţinute, cea mai semnificativă activitate a catalazei, comparativ cu varianta martor, a fost obţinită 

în variantele cu glucoză; activitatea maximă de 455U/ml a fost înregistrată în varianta în care glucoza a con-

stituit 6%, iar cu mărirea cantităţii acesteia în mediul nutritiv până la 10% activitatea catalazei a diminuat 

semnificativ. O biosinteză enzimatică înaltă a fost inregistrată în toate variantele cu fructoză. Activitate sem-

nificativă a fost obţinută şi în variantele ce conţin zaharoză în cantitate de 8-10%. Cea mai mică activitate a 

catalazei a manifestat tulpina P. funiculosum CNMN FD 11 în variantele cu amidon; valoarea acesteia variază 

în limitele 150-300U/ml, maxima activităţii catalazei fiind în varianta cu concentraţia de 8%.  
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Fig.2. Activitatea catalazei tulpinii Penicillium funiculosum CNMN FD 11  

în dependenţă de sursa de carbon utilizată în mediul de cultivare. 
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Astfel, s-a stabilit că sursa optimă de azot în mediul de cultură a tulpinii Penicillium funiculosum CNMN 
FD 11 pentru biosinteza maximă a catalazei este nitratul de potasiu (KNO3) sau nitratul de sodiu (NaNO3), 
iar ca sursă optimă de carbon – glucoza şi suplimentarea mediului cu extract de drojdii.  

Aceste rezultate au stat la baza montării experienţelor ulterioare pentru a stabili dependenţa activităţii catala-
zei de concentraţia fiecărui factor pe fonul celorlalţi. Pentru aceasta au fost montate experienţe monofactoriale. În 
studiu au fost luate 8 elemente ale mediului de nutriţie, pentru fiecare în parte fiind montate experienţe mono-
factoriale, a câte 6 concentraţii pentru fiecare factor. În calitate de martor a fost utilizat mediul iniţial (Tab.1). 

Tabelul 1 

Rezultatele experienţei monofactoriale 

Nr. 

d/o 
Componentul mediului 

Componentul 
Catalaza (U/ml) 

nivelul Concentraţia (g/l) 

1 KNO3 
- 3 116,55 ± 33,0 

+ 20 283,05 ± 33,1 

2 Glucoză 
- 20 315,20 ± 11,1 

+ 100 365,19 ± 31,2 

3 K2HPO4 
- 2,0 205,35 ± 40,0 

+ 5,0 310,80 ± 5,6 

4 NaH2PO4 
- 1,0 230,33 ± 40,0 

+ 3,5 320,50 ± 70,0 

5 MgSO4 x 7H2O 
- 0,05 388,50 ± 3,5 

+ 0,15 344,10 ± 28,5 

6 FeSO4 x 7H2O 
- 0,01 283,05 ± 33,0 

+ 0,2 421,80 ± 21,0 

7 Microelemente* 
- 0,1 244,20 ± 42,5 

+ 2,0 349,20 ± 48,8 

8 Extract de drojdii* 
- 5,0 349,65 ± 36,7 

+ 30,0 451,64 ± 43,8 

Notă: * - concentraţia compusului în mililitri. 
 

Concentraţiile în studiu au fost stabilite pentru fiecare component al mediului în parte, în aşa mod ca 
diapazonul să includă valori mai mici şi valori mai mari faţă de cele aplicate în mediul iniţial, considerat 
drept martor. În baza datelor obţinute au fost selectate unităţile de variere a factorilor, care ulterior au fost 
incluşi în matricea experienţei conform planului experienţei factoriale fracţionate EFF28-4 (Tab.2).  

Tabelul 2 

Planul şi rezultatele experienţei factoriale fracţionate EFF28-4 

 
KNO3 Glucoză K2HPO4 NaH2PO4 

MgSO4 
x 7H2O 

FeSO4 
x 7H2O 

microel. 
extr. de 
drojdii 

BAU U/ml 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8  

nivel inf.(-) 3,0 40 2,5 1,0 0,05 0,01 0,5 5,0  

nivel sup. (+) 20,0 80 5,0 3,5 0,15 0,2 2,0 30,0  

concentraţia g/l g/l g/l g/l g/l g/l ml/l ml/l  

1 - - - - - - - - 160,95±35,32 

2 + - - - + + + - 188,7±19,92 

3 - + - - + + - + 94,35±19,23 

4 + + - - - - + + 260,85±19,22 

5 - - + - + - + + 210,9±41,90 

6 + - + - - + - + 366,3±28,84 

7 - + + - - + + - 138,75±25,43 

8 + + + - + - - - 238,15±19,23 

9 - - - + - + + + 177,6±19,23 

10 + - - + + - - + 371,85±9,61 

11 - + - + + - + - 220,61±19,23 

12 + + - + - + - - 199,8±28,84 

13 - - + + + + - - 177,6±9,61 

14 + - + + - - + - 221,5±48,06 

15 - + + + - - - + 177,6±9,61 

16 + + + + + + + + 227,55±25,40 
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Rezultatele obţinute au fost analizate după algoritmul Iets, calculându-se coeficientul de regresie cu valori 

maxime şi factorii ce le corespund. În rezultat, a fost determinată direcţia de modificare a concentraţiei facto-

rilor corespunzători. 

Următoarea etapă a optimizării factorilor esenţiali selectaţi s-a efectuat prin metoda ascendenţei (metoda 

Boox-Wilson), care prezintă o experienţă factorială cu mişcarea pe gradient (Tab.3).  

Tabelul 3 

Planul şi rezultatele experienţelor „Mişcarea pe gradient” 

Valorile 

Factorii 

KNO3 Glucoză K2HPO4 NaH2PO4 
MgSO4 

x 7H2O 

FeSO4 

x 7H2O 
Microel. 

extr. de 

drojdii 
BAU U/ml 

B(i) -5,3 158,1 -293,9 -230,33 -16,65 -63,13 100,96 169,24  

 (i) 7,5 30 1,25 1,25 0,05 0,075 0,75 12,5  

B(i) .(i) -39,75 3163 -367,1 -287,9 -0,83 -4,73 75,72 2115,5  

K(i) -0,1 10,0 -1 -1 -0,003 -0,02 0,3 7,0  

PaşiiH(i) 0,02 2 0,2 0,2 0,0006 0,004 0,06 1,4  

Conc. 1 7,5 30 1,25 1,25 0,05 0,075 0,75 12,5 255,3±25,43 

2 7,48 32 1,05 1,05 0,05 0,071 081 13,9 222,0±19,23 

3 7,46 34 0,85 0,85 0,05 0,067 0,87 14,3 255,0±9,76 

4 7,44 36 0,65 0,65 0,05 0,063 0,93 15,7 294,2 ±58,47 

5 7,42 38 0,45 0,45 0,05 0,059 0,99 17,1 366,3±33,30 

6 7,40 40 0,25 0,25 0,05 0,055 1,05 18,5 433,0±60,03 

7 7,38 42 0,05 0,05 0,05 0,051 1,11 19,9 233,1±44,05 

  

În rezultatul montării acestei experienţe au fost selectate combinaţiile cantitative optime ale tuturor com-

ponentelor pentru obţinerea cantităţii maxime de catalază. 

Rezultatele obţinute (Tab.3) demonstrează că activitatea catalazei diferă în dependenţă de cantitatea com-

ponentelor mediului de cultivare. Cea mai inaltă activitate a catalazei tulpinii Penicillium funiculosum 

CNMN FD 11 a fost obţinută în varianta cu compoziţia (g/l): KNO3 – 7,4; glucoză – 40,0; NaH2PO4 – 2,5; 

K2HPO4 – 2,5; MgSO4 x 7H2O – 0,05; FeSO4 x 7H2O – 0,055 şi extract de drojdii – 18,5 ml; microelemente – 

1,05 ml. În această variantă biosinteza catalazei constituie 433 U/ml, deci ea poate fi considerată ca variatntă 

oprimă a mediului de cultură pentru biosinteza maximă a tulpinii luate în studiu. 

Concluzii 

S-a stabilit că sursa optimă de azot pentru activitatea maximă a catalazei tulpinii Penicillium funiculosum 

CNMN FD 11 este KNO3, iar cea de carbon – glucoza.  

Varianta optimă a mediului de cultură pentru biosinteza maximă a catalazei tulpinii Penicillium funiculosum 

CNMN FD 11 este (g/l): KNO3 – 7,4; glucoză – 40,0; NaH2PO4 – 2,5; K2HPO4 – 2,5; MgSO4 x 7H2O – 0,05; 

FeSO4 x 7H2O – 0,055 şi extract de drojdii – 18,5 ml; microelemente – 1,0 ml, pH iniţial – 6,6, care asigură o 

activitate enzimatică de 433 U/ml. 
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