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Expanding of the spectrum of transition metal coordination complexes and their application as regulators of the
biosynthetic process in fungi allows highlighting the compounds with important biological properties able to increase the
amylases synthesis. The influence of some heterometallic coordination compounds of Ba(ll), Sr(Il), Ca(ll) with Co(ll)
and polydentate ligand on the amylolytic activity of the fungal strain Aspergillus niger CNMN FD 06 - producer of
amylases was evaluated. The stimulatory effect of the coordination compounds of Ba(ll) and Sr(ll) in the concentration
of 5 mg/L and the reduction of the cultivation cycle by 24 hours (from 6 to 5 days) were established. Thus, the coordination
compound of barium [Ba(L)s-pu-(NCS)2-Co(NCS)2] in the optimal concentration intensified the biosynthesis of
exocellular amylases in the micromycete Aspergillus niger CNMN FD 06, the enzymatic activity on 5™ day of cultivation
being by 35.6% higher than maximal value of the control established in the 6" day of cultivation (100.50 u/ml, compared
to 73.77 u/ml in the control). The compound [Sr(L)s] [Co(SCN)4] showed a similar effect, the amilolytic activity
exceeding the maximal value of the control by 51.0% (111.42 u/ml compared to 73.77 u/ml).
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INTRODUCERE

Enzimele fungice sunt produse compatibile, eficiente si adecvate pentru multe aplicatii in medicina
umand si veterinard, procesarea industriala a produselor alimentare (fabricarea berii, branzeturilor), productia
de antibiotice, bioremediere si agricultura. Ele sunt, de asemenea, larg utilizate si in alte domenii, cum ar fi
productia de hartie si de detergenti, industria textila [3].

Enzimele fungice au o stabilitate relativ inaltd pentru a oferi produselor fabricate o perioada de
valabilitate adecvata, costuri accesibile si cerinte aprobate. Speciile Aspergillus sunt producatori de o mare
varietate de enzime extracelulare, inclusiv a-amilaze care prezinta interes la nivel mondial datorita aplicarii
largi in industria alimentard, medicind, farmaceutica, textila si producdtoare de hartie [4, 5]. Gratie
proprietatilor sale unicale — capacitatea de a realiza cataliza diferitor procese biochimice in limite largi de pH
si temperatura, in prezenta sau lipsa cofactorilor, gradul inalt de specificitate s.a., a-amilazele fungice ocupa
un loc de frunte printre enzimele industriale.

Optimizarea conditiilor de cultivare pentru intensificarea biosintezei substantelor de interes este
obligatorie in realizarea unei productii sporite de enzime industriale si include diversi parametri fizici si
nutritionali de crestere. Cei mai importanti factori care determina bioprocesul sunt temperatura, pH-ul, aerarea,
varsta si cantitatea de inoculum, perioada de incubatie, sursa de carbon si azot [6]. Una dintre caile de sporire
a productiei de enzime este stimularea sintezei acestora prin introducerea in mediul de cultivare a unor
stimulatori chimici. In cercetirile noastre anterioare, in calitate de stimulatori ai sintezei de enzime lipolitice
la o tulpina de Aspergillus niger au fost utilizati compusi coordinativi ai Co(IIl) cu monooxime, iar pentru
sinteza sporita a amilazelor la a alta tulpind de A. niger au fost folositi compusi coordinativi ai Co(III) cu
dioxime. De remarcat, in special, compusul coordinativ [Co(DH)2(An)2]2[TiFs] H2O care a manifestat un efect
stimulator esential asupra biosintezei enzimelor amilolitice, marcandu-se sporirea activitatii cu 23,7-28,9%
comparativ cu proba de referintd si diminuarea ciclului de cultivare cu 24 ore [3]. Astfel de cercetari pot avea
0 mare semnificatie pentru economisirea resurselor si productia sporita si economic avantajoasa de o-amilaze
necesare in numeroase aplicatii industriale.

In acest context, prezinti interes si studiul efectului compusilor coordinativi ai Ba (II), Sr(II) si Ca(II)
cu ligand polidentat (2,6-dicarbonilpiridind diclorurd) (Ls) asupra activitatii amilazelor la tulpina de fungi
miceliali Aspergillus niger CNMN FD 06.

MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

In calitate de obiect de cercetare a servit tulpina Aspergillus niger CNMN FD 06 - sursa de amilaze,
depozitatd in Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si
Biotehnologie, Republica Moldova.

Cultivarea submersa a tulpinii s-a efectuat in retorte Erlenmayer cu capacitatea de 0,5 L cu 100 ml mediu
nutritiv, in conditii de agitare continud cu 180-200 rot.min*, pe mediul nutritiv cu urmitoarea compozitie (g):
amidon — 3,0; faina de fasole — 9,0; tarate de grau — 18,0; KH,PO4 — 2,0; KCI - 0,5; MgSO. - 0,5, apa potabila
pana la 1L, pH-ul initial al mediului nutritiv 6,2. Drept material de inoculare a servit suspensia de spori in
cantitate de 10% v/v cu densitatea de 3-10° spori/ml, obtinuta prin spélare cu apa sterild a culturii de 12-14
zile, crescuta pe mediu de malt-agar in coloane oblice. Temperatura de cultivare 28-30°C, durata cultivarii 7
zile.

Compusii coordinativi in concentratii bine determinate au fost introdusi in mediul nutritiv steril odata
cu materialul semincer.

Activitatea a-amilazei a fost determinata conform metodei colorimetrice prin reactia amidonului cu
solutia de I.,/KI. Amestecul de reactie (15 ml), constituit din 10 ml de solutie tampon (tampon acetat 0,2 M,
pH 4,7), solutie de 1% amidon solubil (Sigma) ca substrat si 5 ml probd de enzima diluata corespunzator, a
fost incubat timp de 10 minute la 30°C. Reactia a fost stopatd prin addugarea solutiei de iod 1n raport de 0,5
ml amestec de reactie/50 ml solutie (5 mg iod si 50 mg KI in 100 ml 0,1 N HCI). Analogic s-a procedat si cu
proba control, ce contine amidon nehidrolizat. Probele au fost mésurate la 630-670 nm si s-a determinat
diferenta dintre densitatea opticad a probei de control si cea a amidonului nehidrolizat. Se efectueaza calculul
activitatii amilazelor in U/ml, conform ecuatiei elaborate de Graciova I. si al. [7].

REZULTATE SI DISCUTII
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In ultimele decenii, a crescut interesul pentru investigarea unor noi reglatori si stimulatori ai biosintezei
microorganismelor - producatori de substante biologic active valoroase - enzime, vitamine, antibiotice, lipide
etc. Largirea spectrului complexelor de coordonare a metalelor de tranzitie si utilizarea acestora in calitate de
reglatori ai procesului de biosinteza la fungi ar permite scoaterea in evidentd a compusilor cu proprietati
biologice importante pentru sporirea sintezei de amilaze.

Au fost realizate cercetari, privind evaluarea influentei compusilor coordinativi ai elementelor ,,s” si ,,d”
(bariu, strontiu, calciu) cu Co(II) si ligandul polidentat 2,6-dicarbonilpiridind diclorura asupra biosintezei
amilazelor exocelulare la tulpina de micromicete Aspergillus niger CNMN FD 06 - obiect cu semnificatie
biotehnologica.

Metalocomplecsii au fost inclusi in mediul nutritiv steril In concentratii de 5, 10 si 15 mg/l.
Monitorizarea activitatii enzimatice s-a efectuat pe parcursul zilelor a 5-a, a 6-a si a 7-ea de cultivare, perioada
in care producatorul manifestd activitate maxima de biosintezd enzimatica. In varianta martor activitatea
amilolitica a tulpinii a constituit 70,92 w/ml in ziua a 5-a si 73,77 w/ml in ziua a 6-a. In ziua a 7-ea de cultivare
activitatea amilazelor in varianta martor a scazut semnificativ, constituind 48,69 u/ml (Tabelul 1).

Tabelul 1. Modificarea activitdtii amilolitice a tulpinii Aspergillus niger CNMN FD 06 in culturd submersa
sub influenta compusilor coordinativi ai ,,s” si ,,d” elementelor

Concen- Activitatea amilolitica
tratia, Ziua a5-a Ziua a 6-a Ziuaa 7-ea
mg/l u/ml %/martor w/ml %/martor w/ml 9%/martor
[Ba(L)s-pi- 5 100,50 141,7/136,2 127,08 172,3 49,41 101,5
(NCS).- 10 66,54 93,8 56,37 76,4 27,99 57,5
Co(NCS)] 15 66,54 93,8 44,73 60,6 21,06 433
5 111,42 157,1/151,0 98,01 132,8 50,76 104,3
[C[(f(lét)lz])4] 10 66,06 93,1 73,77 100,0 13,44 27,6
15 71,37 100,6/96,7 47,16 63,9 20,37 41,8
5 71,37 100,6/96,7 73,77 100,0 50,13 102,9
[C[(?(aS(IC_)N?’L] 10 63,66 89,8 46,71 63,3 36,99 76,0
15 49,11 69,2 44,73 60,6 21,03 43,2
5 81,06 114,3/109,2 68,94 93,5 36,30 74,5
Ligandul L 10 61,68 86,9 13,65 18,5 17,61 36,2
15 58,80 82,9 12,93 17,5 15,51 31,8
Martor - 70,92 100,0 73,77 100,0 48,69 100,0
p=<0,05

Analiza rezultatelor obtinute 1n variantele experimentale marcheazd influenta distinctd a fiecarui
complex asupra biosintezei amilazelor de catre producitor in functie de atomul generator de complecsi. Astfel,
compusul coordinativ [Ba(L)s-u-(NCS).-Co(NCS).] in ziua a 5-a de cultivare, in varianta cu concentratia de 5
mg/l, asigurd un efect biostimulator asupra activitatii amilolitice a micromicetei cu un spor de 41,7% fata de
martorul zilei (100,50 v/ml fata de 70,92 u/ml) si 36,2% fatd de maxima martorului (73,77 u/ml) in ziua a 6-a
de cultivare — ziua manifestarii biosintezei maxime la cultivarea micromicetei in conditii clasice (martor). in
ziua a 6-a de cultivare compusul sporeste activitatea enzimatica cu 72,3% fata de nivelul maxim al martorului
(127 u/ml fata de 73,77 uw/ml in varianta martor). Cu majorarea concentratiei compusului in mediul de cultivare
(10mg/1 si 15 mg/l) se observa un efect de inhibare, care se intensificd concomitent cu cresterea duratei de
cultivare, constituind 6,2% (ziua a 5-a), 23,6 si 39,4% (ziua a 6-a), 42,5 si 56,7% in ziua a 7-ea in raport cu
martorul zilei.

Compusul coordinativ al strontiului [Sr(L)s][Co(SCN)4] in ziua a 5-a de cultivare, in varianta cu
concentratia de 5 mg/l, asigura efect biostimulator asupra activitatii amilolitice a micromicetei cu un spor de
57,1% fata de martorul zilei si de 51,0% fatd de maxima martorului din ziua a 6-a de cultivare. In ziua a 6-a
de cultivare in varianta cu aceeasi concentratie de 5 mg/l compusul coordinativ al strontiului depaseste nivelul
maxim al martorului cu 32,8%, activitatea enzimatica, constituind 98,01 u/ml fata de martor. Spre deosebire
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de compusul coordinativ al bariului, in ziua a 6-a de cultivare, in cazul strontiului se inregistreaza diminuarea
efectului biostimulator, marcand un spor doar de 32,8% 1in raport cu maxima martorului, fata de sporul de
51,0% 1n ziua a 5-a de cultivare. Similar variantei cu compusul coordinativ al bariului, cu sporirea concentratiei
compusului coordinativ al strontiului (10 si 15 mg/l) efectul de inhibare creste odatd cu cresterea duratei de
cultivare, activitatea amilolitica fiind in ziua a 7-ea cu 72,4% si 58,2% sub nivelul martorului zilei.

Astfel, In concentratii mici (5,0 mg/l) compusii coordinativi ai bariului si strontiului cu ligand polidentat
manifestd influentd cert stimulatoare si de intensificare a biosintezei amilazelor exocelulare la tulpina de
micromicete Aspergillus niger CNMN FD 06. Rezultatele inregistrate sunt in acord cu datele cercetarilor
anterioare privind efectul unor compusi coordinativi ai Co(III) si anume dioximati ai Co(III) cu sulfanilamida
asupra producerii de pectinaze la Penicillium viride CNMN FD 04 P si amilaze la tulpina Aspergillus niger
33-19 CNMN FD 02 [1, 2].

Compusul coordinativ [Ca(L)3][Co(SCN).], indiferent de durata de cultivare, in concentratie de 5,0 mg/1
nu influenteazi (efect neutru) biosinteza amilazelor la producitor. in ziua a 5-a de cultivare activitatea
amilolitica la aceastd concentratie a constituit 71,37 u/ml, In a 6-a zi 73,77 w/ml si 50,13 u/ml in ziua a 7-ea,
ceea ce In raport procentual constituie: 100,6%, 100,0% si 102,9% fata de nivelul de 100%, ce corespunde
fiecarui martor din ziua respectiva. Cresterea concentratiei compusului coordinativ al Ca(Il) in mediul de
cultivare la 10 mg/1 si 15 mg/l ca si in cazurile premergatoare, provoaca efect de inhibare. Astfel inhibarea
activitatea amilolitice a producatorului la concentratia de 15 mg/1 a constituit 30,8% 1n ziua a 5-a, 39,4% in
ziua a 6-a, 56,8% in ziua a 7-a de cultivare fata de nivelul martorului zilei.

Studiul activitatii biologice a ligandului (2,6-dicarbonilpiridina diclorurd) a ardtat ca in concentratia de
5 mg/l in ziua a 5-a de cultivare a producdtorului manifesta efect slab stimulator: 14,3% fatd de martorul zilei
in ziua a 5-a de cultivare, 9,2% in raport cu maxima martorului. In zilele a 6-a si a 7-ea se urmireste sciderea
activitatii amilazelor exocelulare cu 6,5% si 25,5% respectiv in ziua a 6-a si a 7-ea de cultivare. Cresterea
concentratiei ligandului in mediul de cultivare 1a 10 mg/L si 15 mg/L provoaca efect semnificativ inhibitor,
care se modificd in functie de durata de cultivare, constituind: 13,1% si 17,1% 1n ziua a 5-a, 81,5% si 82,5%
ziua a 6-a; 63,8% si 68,2% in ziua a 7-a sub nivelul martorului zilel (70,92 u/ml, 73,77 u/ml, 48,69 u/ml).

Reiesind din cele relatate, putem considera ca diminuarea activitatii amilazelor exocelulare la
producatorul sub influenta compusilor coordinativi ai Ba(Il), Sr(II), Ca(Il), precum si a ligandului la
concentratii mai inalte in mediul de cultivare pana la valori de 10 si 15 mg/l este conditionata, in mare parte,
de nsusirile ligandului din componenta. Legatura ligandului cu metalul ar putea fi mai puternica in cazul Ba(Il)
si Sr(Il) si mai slaba in compusul coordinativ al Ca(Il), ceea ce se rasfrange asupra procesului de biosinteza a
amilazelor in mod diferit.

CONCLUZII:
1. Compusii coordinativi ai Ba(II) si Sr(II) cu Co(II) si ligand polidentat in concentratii mici (5mg/L) manifesta
influenta stabil stimulatoare si de intensificare a biosintezei amilazelor exocelulare la tulpina de micromicete
Aspergillus niger CNMN FD 06 si modifica termenul de manifestare a maximei de biosinteza.
2. Compusul coordinativ [Ba(L)s-u-(NCS)2-Co(NCS)2] in concentratia de 5 mg/L sporeste biosinteza
amilazelor exocelulare la micromiceta Aspergillus niger CNMN FD 06, activitatea enzimatica depasind in ziua
a 5-a de cultivare cu 36,2% maxima martorului in ziua a 6-a de cultivare (100,50 u/ml fatd de 73,77 uw/ml in
varianta martor), ceea ce permite reducerea ciclului tehnologic cu 24 ore. Efectul stimulator se pastreaza si in
ziua a 6-a de cultivare, activitatea depasind nivelul martorului cu 72,3%.
3. Compusul coordinativ al strontiului [Sr(L)s][Co(SCN)4] in concentratie de 5,0 mg/l modifica termenul de
manifestare a maximei de biosinteza a amilazelor la micromiceta Aspergillus niger CNMN FD 06 din a 6-a in
ziua a 5-a de cultivare cu reducerea ciclului tehnologic cu 24 ore, activitatea depasind maxima martorului cu
51,0% (111,42 u/ml fata de 73,77 u/ml in varianta martor). Efectul stimulator se pastreaza si in ziua a 6-a de
cultivare, constituind 32,8%.
4. Compusul coordinativ al Ca(ll) - [Ca(L)3][Co(SCN)4] in concentratie de 5,0 mg/L, indiferent de durata de
cultivare, nu influenteaza biosinteza amilazelor la producator, iar in concentratii de 10 si 15 mg/1, exercita efect
inhibitor.
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