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The effect of the heterometallic coordination compounds of Ba(ll), Sr(Il), Ca(ll) with Co(ll) and polydentate

ligand on the synthesis of proteases in the micromycete Fusarium gibbosum CNMN FD 12 was evaluated. Based on the
research results, it was found that the heterometallic coordination compounds of Ba(ll) and Sr(1l) with Co(ll), as well as
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the ligand 2,6-dicarbonylpyridine dichloride are of interest as potential stimulators of alkaline proteases in the
micromycete Fusarium gibbosum CNMN FD 12. The heterometallic coordination compound of Ba(ll) with Co(ll) -
[Ba(L)s-pu-(NCS).-Co(NCS).] in concentration of 5 and 10 mg/l, ensures the increasing of the alkaline proteases activity
on the 4th day of cultivation by 25.7 and 35.8% compared to the control from the same day or by 6.2% and 14.7%
compared to the control from the 5th day (the maximum of the control variant). In the case of the heterometallic
coordination compound of Sr(I1) with Co(ll) the activity of alkaline proteases on the 5th day of cultivation was higher
than in the control by 83.7% (5 mg/l); 62.8% (10 mg/l) and 44.2% (15 mg/l).
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INTRODUCERE

Proteazele apartin unui grup de hidrolaze care catalizeaza hidroliza legaturii peptidice n proteine. Dupa
pH-ul de actiune proteazele sunt divizate n proteaze acide, neutre si alcaline. Acestea pot fi produse din diferite
surse, cum ar fi bacteriile, fungii, plantele, animalele. Ele au aplicatii vaste in numeroase domenii, inclusiv
industria alimentara, de prelucrare a pieilor, de producere a detergentilor, textila, farmaceutica, diagnostica si
la tratarea deseurilor [2, 9].

Genurile fungice Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Rhizopus si altele sunt considerate surse potentiale
de enzime exocelulare si sunt frecvent utilizate pentru producerea de proteaze prin fermentatie imersatd sau
fermentatie in strat solid. In scopul optimizirii producerii de proteaze au fost cercetate diverse tulpini din genul
Aspergillus: Aspergillus oryzae, Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger [6-8].

Micromicetele pot produce o gama largd de enzime proteolitice, active intr-un interval larg de pH (4-
11), ceea ce este un avantaj biotehnologic important. Investigarea unor noi specii de micromicete producatoare
de proteaze si optimizarea conditiilor de cultivare riméane in atentia multor cercetatori la nivel mondial.

In vederea sporirii productivitatii proteazelor microbiene pe parcursul ultimilor decenii intens se
studiazd influenta compusilor coordinativi asupra randamentului si activitdtii proteazelor exocelulare la
micromicete. In cercetirile anterioare de evaluare a efectului compusului coordinativ al Cu(Il) cu
tiosemicarbazona - [Cu(H:L)CI] s-a inregistrat o sporire semnificativa a biosintezei proteazelor acide si neutre
la tulpina de micromicete Trichoderma koningii Oudem. CNMN FD 01 [3].

In rezultatul cercetarilor de evaluare a efectului metalocomplexului [Co(DH)2(Thio)2]2F[PFs] in calitate
de adaos in mediul nutritiv pentru tulpina de fungi Fusarium gibbosum CNMN FD 12 s-a constatat sporirea
biosintezei proteazelor neutre cu 56.36— 58.92% si reducerea duratei de cultivare a producatorului cu 24 de
ore fatd de proba de referinta, cu pastrarea nivelului de activitate a celorlalte componente enzimatice ale
complexului (proteaze acide, xilanaze, p—glucozidaze) sintetizat de tulpina-producator [4, 5].

Crearea conditiilor optime de crestere a tulpinilor si utilizarea unor stimulatori chimici pot asigura o
sinteza sporitd a proteazelor. In acest context, prezinti interes studiul influentei unor compusi coordinativi
heterometalici noi ai Ba(Il), Sr(II) si Ca(Il) cu Co(Il) si ligand polidentat asupra sintezei proteazelor la
micromiceta Fusarium gibbosum CNMN FD 12.

MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Obiect de cercetare a servit tulpina de micromicete Fusarium gibbosum CNMN FD 12, depozitata in
Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si Biotehnologie,
Republica Moldova. In calitate de biostimulatori ai biosintezei proteazelor au fost utilizati compusii
coordinativi heterometalici ai Ba(Il), Sr(Il) si Ca(Il) cu Co(Il) si ligand polidentat 2,6-dicarbonilpiridin
diclorura.

Pentru cultivarea Fusarium gibbosum CNMN FD 12 s-a utilizat mediul nutritiv cu urmatoarea
compozitie (g): tarate de grau — 20,0; faind de soia — 10,0; CaCOs — 2,0; (NH4)2 SO4 — 1,0; restul apa potabila
pand la 1 L, pH — 6,25. In calitate de material de inoculare a servit suspensia de spori cu densitatea 2,5x10°
spori/ml, obtinutd prin spélarea cu apa distilata sterild a culturilor de 12 zile, crescute pe coloane oblice de
malt-agar. Concentratia inoculului a constituit 10% V/V mediu nutritiv. In variantele experimentale mediile
de baza au fost suplimentate cu compusii coordinativi mentionati in concentratii de 5,0, 10,0 si 15,0 mg/L.
Compusii coordinativi s-au adiugat la mediul nutritiv steril concomitent cu materialul semincer. In calitate de
martor a servit mediul nutritiv fard compusi coordinativi

Activitatea proteazelor in lichidul cultural rezultat la cultivarea clasicd si dirijjatd a micromicetei
Fusarium gibbosum CNMN FD 12 s-a determinat conform metodei Anson modificaté [1], folosind in calitate
de substrat cazeinat de sodiu pentru proteaze neutre (pH 7,4) si alcaline (9,0), precum si gelatina pentru
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proteaze acide (pH 3,6). Ca unitate de activitate enzimatica (U/mL) a fost considerata cantitatea de enzima
care timp de 1 minut la 30°C transforma proteinele din substrat in peptide corespunzitoare la 1 uM Tyr (1 uM
Tyr = 0,181 mg).

REZULTATE SI DISCUTII

In vederea identificarii de noi compusi coordinativi stimulatori ai activittii enzimatice la fungii
miceliali, a fost evaluat efectul compusilor coordinativi heterometalici ai Ba(Il), Sr(II), Ca(Il) cu Co(Il) si
ligand polidentat 2,6-dicarbonilpiridin diclorura, asupra activitatii proteazelor acide (pH-3,6), neutre (pH-7,4)
si alcaline (pH-9,0) sintetizate de tulpina de fungi miceliali Fusarium gibbosum CNMN FD 12.

Activitatea enzimatica a fost determinatd in dinamica in zilele a 4-a, a 5-a si a 6-a de cultivare, perioada
in care micromiceta manifesta cote superioare de acumulare a proteazelor.

Efectul compusilor testati asupra activitatii enzimatice a variat semnificativ in functie de compozitia si
concentratia compusului, durata de cultivare a tulpinii producatoare si tipul enzimelor cuantificate.

In baza datelor obtinute, s-a constatat ci valorile maxime ale activitatii proteazelor acide au fost marcate
in ziua a 5-a de cultivare, atat in proba martor, cat si in cele cultivate in prezenta compusilor coordinativi (Tab.
1).

In ziua a 4-a de cultivare in majoritatea variantelor experimentale activitatea proteazelor acide a fost sub
nivelul martorului cu cca 30-85%. Exceptie a constituit compusul bariului care a asigurat sporirea activitatii
enzimatice cu 50,0% si, respectiv, 33,3% fatd de martor la concentratiile de 5 si 10 mg/l. Maxima de biosinteza
a proteazelor acide s-a manifestat in ziua a 5-a de cultivare in cazul concentratiei minime testate si coincide cu
maxima in varianta martor, constituind 2,10 uw/ml fata de 1,9 u/ml in varianta martor. Efectul stimulator al
compusului s-a pastrat la cote relativ inalte, insa, mult mai joase (10,5%) fati de maxima martorului. in a 5-a
zi de cultivare, prin efect stimulator asupra sintezei proteazelor acide s-a remarcat compusul ce contine calciu.
Metalocomplexul cu Sr (IT) a manifestat efect inhibitor asupra acumuldrii proteazelor acide in toate variantele
experimentale, probele prezentand valori ale activitatii cu cca 12-65% sub nivelul probei martor.

Cu referire la influenta ligandului, aditionat individual la mediul de cultivare a micromicetei
producatoare, s-a constatat cd acesta inhiba activitatea enzimaticd a proteazelor acide, efectul fiind mai
pronuntat in a 4-a zi de cultivare (cca 75-85%) si moderat (27-33%) in ziua a 5-a.

Tabelul 1. Influenta compusilor coordinativi heterometalici ai Ba(Il), Sr(ll) , Ca(ll) cu Co(Il) si ligand
polidentat asupra activitatii proteazelor acide (pH-3,6) la micromiceta Fusarium gibbosum CNMN FD 12

. ad-azi ab-azi
Compusi coordinativi | COMCONtrate, e tea, | % fatade | ... %, fafa de
mgl/l ’ % Activitatea, u/ml| "%’
u/ml martor martor
5 1,26 150,0 2,10 1106
[Ba(L)s-p-(NCS),- 10 1,12 1333 0,25 132
Co(NCS),] 15 0,87 103,6 0,42 22,1
5 0,39 46,4 1,68 88,4
10 0,81 96,4 0,92 48,4
[Sr(L)a] [Co(SCN)4] 15 0,59 70.2 0,84 44.2
5 0,80 95,2 2,20 1158
10 0,14 16,7 216 113.7
[CaL)a] [Co(SCN)d] 15 0,13 155 218 114,7
5 0,21 25,0 127 66,8
Ligandul L 10 0,18 21,4 1,39 73,2
15 0,14 16,7 0,56 295
Martor - 0,84 100,0 1,90 100,0
p<0,05

De mentionat cd in majoritatea variantelor analizate se constatd diminuarea activitatii enzimatice odata
cu majorarea concentratiei compusului, acest efect fiind relevat inclusiv si in cazul ligandului aditionat la
mediu singular.

Valorile superioare ale activitatii proteazelor neutre au fost inregistrate, de asemenea, in ziua a 5-a de
cultivare, constituind in proba de referintd 2,04 u/ml, comparativ cu 0,62 si, respectiv, 0,55 u/ml in ziua a 4-a
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si a 6-a (Tab. 2). Activitatea proteazelor neutre marcatd in variantele cultivate in prezenta compusilor
coordinativi a variat intre 0,41-1,97 u/ml, ceea ce reprezinta 20,1-96,5% din valoarea variantei martor.

Desi in unele variante cultivate pe medii ce contin compusi coordinativi, activitatea proteolitica este
semnificativ mai Tnaltd, comparativ cu martorul zilei, valorile acesteia sunt mult mai joase fatd de nivelul
maxim al activitafii manifestat de martor in ziua a 5-a de cultivare. Interes potential biotehnologic prezinta
compusul calciului si ligandul L in concentratie de 15 mg/L si, respectiv, 5 mg/L, care au asigurat in a 6-a zi
de cultivare cote Tnalte ale activitatii enzimatice, atat in raport cu proba de referinta din aceeasi zi, cat §i cu cea
din a 5-a zi (valoarea maxima) activitatea constituind 2,24 si, respectiv, 2,32 u/ml si depasind martorul zilei
cu 307,3% si 321,8%, corespunzitor, si cu 9,8-13,7% maxima martorului din ziua a 5-a.

Tabelul 2. Influenta compusilor coordinativi heterometalici ai Ba(Il), Sr(Il) , Ca(ll) cu Co(Il) si ligand
polidentat asupra activitatii proteazelor neutre (pH-7,4) la micromiceta Fusarium gibbosum CNMN FD 12

Compusi Conc., — 4-azi - __a S>-azi _ __a 6-azi _
coordinativi mg/l Activitatea, | %, fatd de | Activitatea, | %, fata de | Activitatea, |%, fata de
u/ml martor u/ml martor u/ml martor
[Ba(L)s-p- 5 0,35 56,5 0,70 34,3 0,67 121,8
(NCS),- 10 0,48 77,4 1,71 83,8 0,67 121,8
Co(NCS)] 15 0,55 88,7 1,27 62,2 0,64 116,4
[Sr(L)s] 5 0,22 35,5 0,65 31,8 1,37 249,1
[Co(SCN).] 10 1,46 235,5 1,85 94,4 0,78 141,8
15 0,25 40,3 1,85 90,7 0,78 141,8
5 0,60 96,7 1,44 70,5 1,18 2145
[(:[g(zglé)Ns% ] 10 0,60 96,7 1,43 70,1 1,15 209,0
) 15 0,60 96,7 0,64 314 2,24 407,3
5 1,02 164,5 1,01 49,5 2,32 421,8
Ligandul - L 10 1,40 225,8 1,58 77,4 1,47 267,2
15 1,36 219,3 1,97 96,5 0,84 152,7
Martor - 0,62 100,0 2,04 100,0 0,55 100,0
p=<0,05

Cu referire la proteazele alcaline, similar celor doud tipuri de enzime, practic in toate variantele
analizate, maxima activitatii a fost relevatd in a 5-a zi de cultivare (Tab. 3). Nivelul activitatii probei martor a
constituit 1,29 u/ml in ziua a 5-a, prezentand valori relativ inalte si apropiate de cele din ziua a 4-a si a 6-a
(1,09 si 1,04 u/ml).

Tabelul 3. Influenta compusilor coordinativi heterometalici ai Ba(Il), Sr(Il), Ca(ll) cu Co(ll) si ligand
polidentat asupra activitatii proteazelor alcaline (pH-9,0) la micromiceta Fusarium gibbosum CNMN FD 12

Compusi Conc. ___a 4-azi __a 5-azi ___a 6-azi
P " | Activitatea, %, fata de | Activitatea, | %, fata de | Activitatea, | %, fata de
coordinativi | mg/l
u/ml martor u/ml martor u/ml martor
[Ba(L)s-p- 5 1,37 125,7/106,5 1,04 80,6 0,39 37,5
(NCS)- 10 1,48 135,8/114,7 1,04 80,6 0,52 50,0
Co(NCS),] 15 0,53 48,6 1,60 124,0 0,6 57,7
5 0,22 20,2 2,37 183,7 1,68  [161,5/130,2
[Sr(L)s] 10 0,67 61,5 2,10 162,8 1,47  [141,3/114,0
[Co(SCN)4] 15 1,27 116,5 1,86 1442 1,26 121,2
5 0,84 77,1 1,12 86,8 0,74 71,2
[Ca(L)s] 10 0,81 74,3 1,19 92,2 0,69 66,3
[Co(SCN)4] 15 0,5 45,9 1,44 111,6 0,87 83,7
5 0,2 18,3 1,01 78,3 0,87 83,7
: 10 1,12 102,8 2,28 176,7 0,63 60,6
Ligandul (L) —¢ 0,69 63,3 2.28 176.7 0,64 61,5
Martor - 1,09 100,0 1,29 100,0 1,04 100,0

p=<0,05
La a 4-a zi de cultivare, complexul heterometalic al Ba(Il) cu Co(II) si ligand polidentat in concentratie
de 551 10 mg/L a asigurat sporirea activitatii enzimatice pand la 1,37 si 1,48 u/ml, aceasta depasind atat nivelul
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martorului zilei cu 25,7 si 35,8%, cat si al maximei prezentate de martor in ziua a 5-a cu 6,2 si 14,7%, ceea
face posibild reducerea ciclului de cultivare cu 24 ore. La a 5-a zi efectul stimulator se anihileaza, iar activitatea
in variantele marcate diminueaza cu cca 20% fatd de nivelul variantei martorului zilei, scdzand considerabil in
ziua a 6-a de cultivare.

In restul variantelor experimentale, cu exceptia variantei cultivate in prezenta compusului coordinativ
al Sr (IT) in concentratie de 15 mg/L (sporul de 16,5% fatd de martor) in ziua a 4-al s-a relevat efect inhibitor
care a variat intre 23,0-82,0%.

La a 5-a zi de cultivare maximul valorii enzimatice a fost relevat la probele cultivate in prezenta
compusului coordinativ al Sr si a ligandului. Astfel, probele cultivate in prezenta compusului strontiului, in
toate concentratiile testate, au manifestat o activitate cuprinsa intre 1,86-2,37 u/ml, depasind proba de referinta
cu 44,2-83,7%. Nivelul inalt al activitatii (1,26-1,68 u/ml) se mentine inclusiv si la a 6-a zi de cultivare, sporul
constituind 21,2-61,5% fatd de martorul din aceeasi zi si 14-30,2%, comparativ cu maximul marcat de martor
in ziua a 5-a. In toate aceste variante, sporul maxim al activititii a fost marcat in cazul concentratiei minime
(5 mg/L), scazand treptat odatd cu majorarea concentratiei compusului.

In ceea ce priveste ligandul, activitatea a constituit 2,28 u/ml la concentratia 10 si 15 mg/ml, depasind
nivelul martorului cu 76,7%. Spre deosebire de probele cultivate in prezenta Sr, in cazul ligandului, efectul
pozitiv nu este persistent, la a 6-a zi constatandu-se diminuarea activitatii proteazelor alcaline cu cca 40% fata
de martorul zilei.

In cazul compusului ce contine calciu, efectul asupra acumulirii proteazelor alcaline este practic neutru
in a 5-a zi de cultivare si inhibitor in ziua a 4-a si a 6-a, determinand scaderea activitatii cu 16,3-54,1%.

In baza datelor obtinute se constatd ci in calitate de potentiali stimulatori ai proteazelor alcaline la
micromiceta Fusarium gibbosum CNMN FD 12 prezinta interes compusii coordinativi heterometalici ai Ba(Il,
si Sr (II) cu Co(Il) si ligandul polidentat (2,6-dicarbonilpiridin diclorurd). Compusul [Ba(L)s-pu-(NCS)2-
Co(NCS):] in concentratie de 5 si 10 mg/, asigura sporul activitatii proteazelor alcaline in a 4-a zi de cultivare
cu 25,7 si 35,8% comparativ cu martorul zilei i cu 6,2% si 14,7% fatd de martorul din ziua a 5-a (maxima
variantei martor). Compusul [Sr(L)s][Co(SCN)4] — sporul activitatii proteazelor alcaline in a 5-a zi de cultivare
constituie 83,7% (5 mg/1); 62,8% (10 mg/1) si 44,2% (15 mg/l).

CONCLUZII:
1. Compusii coordinativi heterometalici ai Ba(Il, si Sr (II) cu Co(Il) si ligandul polidentat (2,6-
dicarbonilpiridin diclorurd) au exercitat influenta distincta stimulatorie si de intensificare asupra biosintezei
enzimelor proteolitice la micromiceta Fusarium gibbosum CNMN FD 12 si pot fi examinati in calitate de
stimulatori §i reglatori ai sintezei hidrolazelor exocelulare.
2. Compusul coordinativ heterometalic al Ba(II) cu Co(II) si ligand polidentat in concentratie de 5 si 10 mg/1,
contribuie la intensificarea biosintezei enzimatice la tulpina producitoare, asigurand in ziua a 4-a de cultivare
nivele mai Tnalte ale proteazelor acide si alcaline, comparabile cu valoarea maxima prezentatd de martor in
ziua a 5-a de cultivare — ziua manifestarii biosintezei maxime in proba de referinta. Astfel, sporul activitatii
proteazelor acide in a 4-a zi de cultivare a constituit 33,3-50,0% fata de martorul zilei; activitatea proteazelor
alcaline - 25,7 si 35,8% fata de martorul zilei si, 6,5 si 14,7% fata de maxima martorului (ziua a 5-a).
3. Compusul coordinativ heterometalic al Sr(Il) cu Co(Il) si ligand polidentat asigurd sporul activitatii
proteazelor alcaline cu 83,7, 62,8 si 44,2%, respectiv, la concentratiile de 5, 10 si 15 mg/L. Efectul se mentine
la cote nalte si in ziua a 6-a de cultivare ce contribuie la extinderea perioadei de biosinteza activa a
producatorului.
4. Compusul coordinativ heterometalic al Ca(II) cu Co(Il) si ligand polidentat exercita un efect pozitiv moderat
asupra proteazelor acide, in toate concentratiile testate, asigurdnd sporul activitatii cu 13,7-15,8%, iar in
concentratia de 15 mg/l majoreaza activitatea proteazelor alcaline cu 11,6% si extinde perioada de sinteza
activa a proteazelor neutre, activitatea depasind cu 307,3% martorul din aceiasi zi si cu 9,8% maxima probei
de referinta.
5. Ligandul din compozitia compusilor testati, in concentratie de 10 si 15 mg/l, asigurd sporirea activitatii
proteazelor alcaline cu 76,7%. Efectul pozitiv nu este persistent, la a 6-a zi constatdndu-se 0 diminuare
puternica a activitatii proteazelor alcaline.
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