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COMPUSI COORDINATIVI AI FIERULUIII) -
STIMULATORI AI SINTEZEI LIPAZELOR EXOCELULARE
DE CATRE TULPINA DE FUNGI
RHIZOPUS ARRHIZUS CNMN FD 03

Alexandra CILOCI, Svetlana LABLIUC,

Universitatea Tehnica a Moldovei,

Olga DANILESCU, Steliana CLAPCO, Maria COCU, Ion BULHAC,
Universitatea de Stat din Moldova

Au fost studiate proprietitile biostimulatoare ale compusilor coordinativi mononucleari ai fierului(Ill),
[Fe(H,L)(H,0),](NO,),-2,5H,0 (1) si [Fe(H,L)(H,0),](CIO,),-2,5H,0 (2), obtinuti in baza agentului de coordinare
2,6-diacetilpiridin-bis(2-piridincarbohidrazond) (H:L), descrisi anterior [ 1] in contextul sintezei lipazelor exocelulare
de catre tulpina fungica Rhizopus arrhizus CNMN FD 03. Pe baza datelor experimentale obtinute, au fost elaborate
medii nutritive optimizate pentru cultivarea submersa a tulpinii Rhizopus arrhizus CNMN FD 03, in care compusii
coordinativi 1 si 2 au fost inclusi suplimentar in calitate de stimulatori ai biosintezei enzimelor lipolitice. Rezultatele
au evidentiat ca prezenta acestor complecsi in mediul de culturd conduce la o intensificare semnificativa a productiei
de lipaze exocelulare, concomitent cu o reducere a duratei ciclului de cultivare, prin accelerarea atingerii activitatii
lipolitice maxime.

Cuvinte-cheie: compusi coordinativi ai fierului(lll), biostimulatori, lipaze exocelulare, Rhizopus arrhizus CNMN
FD 03.

COORDINATION COMPOUNDS OF TRON(III) -

EXOCELLULAR LIPASE SYNTHESIS STIMULATORY PROPERTIES

BY THE FUNGAL STRAIN RHIZOPUS ARRHIZUS CNMN FD 03

The biostimulatory properties of mononuclear iron(IIl) coordination compounds [Fe(H,L)(H,0),](NO,),-2.5H,0
(1) and [Fe(H,L)(H,0),](C1O,),-2.5H,0 (2), obtained based on the coordination agent 2,6-diacetylpyridine-bis(2-
pyridinecarbohydrazone) (H:L), previously described [1], were investigated for their influence on the exocellular
lipase synthesis by the fungal strain Rhizopus arrhizus CNMN FD 03. Based on the obtained experimental data,
optimized nutrient media were developed for the submerged cultivation of the fungal strain Rhizopus arrhizus CNMN
FD 03, in which coordination compounds 1 and 2 were added as stimulators of lipolytic enzyme biosynthesis. The
results revealed that the presence of these complexes in the culture medium significantly enhanced the production of
exocellular lipases and shortened the cultivation cycle by accelerating the achievement of maximum lipolytic activity.

Keywords: Coordination complexes of iron(Ill), biostimulators, exocellular lipase, Rhizopus arrhizus CNMN FD 03.

Introducere

In ultimii ani, chimia coordinativa a cunoscut progrese semnificative in domeniul sintezei si investigarii
liganzilor polidentati, precum si a compusilor coordinativi ai metalelor 3d in baza acestora. Interesul crescut
pentru complecsii obtinuti in baza derivatilor hidrazonici se datoreaza, in mare parte, proprietatilor lor
biologice remarcabile care le conferd un potential practic considerabil [2]. O clasd de compusi coordinativi
intens studiata este reprezentatd de complecsii ferici cu liganzi pentadentati de tip baze Schiff [3].

In studiile noastre anterioare a fost demonstrat ci arhitectura compusilor coordinativi obtinuti este
influentata esential de natura si de spectrul larg de geometrii disponibile pentru anionii anorganici, care
variazd de la geometrie liniard (NCS") [4], sferica (CI, Br, I) [5], trigonal-planara (NO,") [6], pana la
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tetraedrica (C10,, SO,*, H,PO,", BF,") [7, 8]. Aceste studii confirma cd anionii si modalitatea de legare a
acestora in compusii complecsi joacd un rol important in procesele biologice, chimice si de mediu. Din punct
de vedere structural, este bine cunoscut faptul ca anionii pot indeplini diverse roluri in timpul proceselor de
cristalizare, iar receptorii pentru anioni prezintd perspective promitatoare de aplicare in transportul ionilor
prin epiteliu, detectia chimica si simularea reactiilor organice catalizate de enzime [9].

Un domeniu actual de aplicare a compusilor coordinativi ai metalelor 3d cu baze Schiff, cu structura
ionica, este si utilizarea acestora in calitate de stimulatori ai activitatii biosintetice la diferite tulpini de
fungi miceliali cu semnificatie biotehnologicd. De exemplu, a fost relevat efectul pozitiv al compusilor
coordinativi ai cuprului si nichelului cu baze Schiff asupra activitatii celulozolitice la micromiceta
Aspergillus niger CNMN FD 10 [10]. Compusii Co(III) si Cu(Il) cu liganzi de tip baze Schiff au asigurat
sporirea activitatii proteolitice a tulpinii Fusarium gibbosum CNMN FD 12 cu cca 17,5-96,0% [11], iar
doi compusi coordinativi ai Fe(Ill) au determinat intensificarea biosintezei proteazelor neutre la aceeasi
micromiceta cu 225,6% si 185,4%, totodata reducand ciclul tehnologic cu 24 de ore [12].

Printre substantele bioactive de origine microbiand, o importanta majord in numeroase procese industriale
o au enzimele lipolitice capabile sd catalizeze diverse reactii, inclusiv hidroliza, transesterificarea si
interesterificarea altor esteri, precum si sinteza de esteri. Acestea sunt utilizate pe scard larga in domenii
precum medicina, farmaceutica, industria detergentilor, industria alimentard, bioremediere, hidroliza
organici si specificittii de actiune ridicate, lipazele obtinute cu implicarea fungilor micelieni ca producatori
prezintd un spectru larg de aplicatii [13, 14]. In acest context, studiile axate pe identificarea unor noi surse
de lipaze si a metodelor avansate de intensificare a activitatii biosintetice raman a fi actuale.

Se cunoaste ca la multe microorganisme o parte considerabild de lipaze exocelulare sunt legate de
peretele celular, ce poate afecta secretia enzimelor in mediul de cultura si inhibarea biosintezei acestora.
Includerea In mediul nutritiv a substantelor cu abilitati de stimulare a eliberarii lipazelor atasate la peretele
celular, spre exemplu, surplusul de ioni ai unor metale, accelereaza secretia in mediul de cultura a lipazelor
legate, facilitdnd procesul de biosinteza a acestora [15].

Un efect de stimulare al biosintezei lipazelor exocelulare poate fi asigurat prin includerea in mediul nutritiv
a compusilor coordinativi ai unor metale. Aplicarea compusilor coordinativi cu liganzi polidentati ce contin
atomi donori de oxigen si azot n biotehnologia cultivarii microorganismelor poate, uneori, sd stimuleze
sinteza enzimelor, contribuind astfel la eficientizarea proceselor biotehnologice de valorificare a substraturilor
vegetale [16]. Este necesar de mentionat ca unii compusi ai metalelor nu poseda proprietati de biostimulatori
ai sintezei enzimelor, dar din contra, se manifesta ca inhibitori ai biosintezei hidrolazelor [17].

Influenta anionilor din sfera externa a compusilor complecsi ai metalelor de tranzitie 3d asupra biosintezei
lipazelor exocelulare de catre tulpina de fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 este un subiect de
interes in domeniul biotehnologiei enzimatice. In special, anionii precum nitratii (NO;) si percloratii (CIO,
) pot avea efecte diferite asupra activitatii biologice a acestor compusi.

In contextul celor mentionate, complecsii mononucleari ai fierului(III) [Fe(H,L)(H,0),]1X,-2,5H,0,
unde H,L = 2,6-diacetilpiridin-bis(2-piridincarbohidrazona), X= NO," (1), C1O, (2) descrisi anterior [1] au
fost studiati in calitate de potentiali biostimulatori al sintezei lipazelor exocelulare pentru tulpina de fungi
Rhizopus arrhizus CNMN FD 03.

Metode si materiale aplicate

Toti reactivii utilizati (2,6-diacetilpiridind, 2-piridincarbohidrazida, Fe(ClO,),xH,0O, Fe(NO,),-9H,0 si
metanolul) au fost de puritate analitica, procurati din surse comerciale si au fost utilizati fara purificare
suplimentara.

Agentul de coordinare de tip baza Schiff, H.L a fost sintetizat prin condensarea 2,6-diacetilpiridinei cu
2-piridincarbohidrazida, in raport molar de 1:2, conform metodei raportate anterior [18].

Ambii complecsi, [Fe(H,L)(H,0),]l(NO,),-2,5H,0 (1) si [Fe(H,L)(H,0),]1(CIO,),"2,5H,0 (2), au fost
obtinuti conform metodei descrise in [1].

Tulpina de fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 a fost cultivata in baloane Erlenmeyer in
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mediul nutritiv avind urmatoarea compozitie, (g): fdina de soia — 35,0; KH, PO, - 5,0; (NH,),SO, — 1,0;
[Fe(H,L)(H,0),](NO,),"2,5H,0/[Fe(H,L)(H,0),](CIO,),.2,5H,0 — 0,005-0,015; apa potabila pana la 1,0 L;
pH-ul initial al mediului — 8,0. Mediul nutritiv a fost inoculat cu suspensie de spori si miceliu in cantitate
de 5% v/v, obtinuta prin spalare cu apa distilata sterild a culturii de 30 zile, crescutd pe suprafete inclinate
de malt-agar. Cultivarea s-a realizat in condifii de agitare continue (200 rot.-min.-1), timp de 48 ore, la
temperatura de 28°C.

Activitatea lipolitica a fost determinata dupa gradul de hidroliza a suspensiei de ulei de masline in alcool
polivinilic pana la acid oleic prin metoda titrimetrica Otto-Ilamada [19, p. 75-76].

In calitate de martor a fost considerat mediul nutritiv pentru cultivarea submersa a tulpinii Rhizopus
arrhizus CNMN FD 03, fara adaos de compusi coordinativi.

Rezultate obtinute si discutii

Compusii coordinativi mononucleari ai fierului(Ill) [Fe(H,L)(H,0),](NO,),-2,5H,0 (1) si [Fe(H,L)
(H,0),1(C10,),-2,5H,0 (2), caracterizati prin structurd ionicd, includ cationul complex [Fe(H.L)(H20):]*,
anionii NOs~ (in compusul 1) sau ClOs™ (in compusul 2) si apa de solvatare, in raport molar de 1:3:2,5
(Schema 1). Cationul complex [Fe(H,L)(H,0),]*"este format din atomul central Fe(IlI), ligandul de tip
baza Schiff neutru, pentadentat si doud molecule apa coordinate monodentat in pozitii apicale. Poliedrul
de coordinare al ionului de Fe(III) in complecsi reprezintd o bipiramida pentagonald, atomul de metal fiind
heptacoordinat (N30a), cu inconjurare practic simetrica. Planul ecuatorial contine un atom de azot piridinic
central, doi atomi de azot de tip azometina, precum si doi atomi de oxigen de origine carbonilica.

Gratie naturii electrolitice a complecsilor 1 si 2, acestia manifesta o solubilitate foarte buna 1n apa, ceea
ce a asigurat o utilizare practica in calitate de component al mediului nutritiv de cultivare a tulpinii de fungi
miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD 03.

7
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Fe(NO,); 9H,0 Fe(ClO,);"XH,0
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™ N
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2.6-diacetilpiridin-bis(2-piridincarbohidrazond)
(H;L)
[Fe(H,L)(H,0),](NO;);2.5H,0 (1) [Fe(H,L)(H,0),](CIO,);-2.5H,0 (2)

X=Clo; (2)

Schema 1. Reprezentarea schematici de obtinere a agentului de complexare H,L si a complecsilor
fierului(II) (1 si 2)
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De remarcat ca anionul NO," este recunoscut pentru rolul sdu in metabolismul microbian, fiind implicat
in procese precum reducerea nitrica, care poate influenta pozitiv biosinteza enzimelor [20]. De exemplu, in
cazul microalgelor Tetraselmis sp., concentratii optime de nitrati au stimulat cresterea si productia de lipide,
substraturi pentru sinteza biodieselului, evidentiind astfel potentialul nitratilor in stimularea activitatilor
biosintetice [21].

Pe de altd parte, anionul C10,  este cunoscut pentru toxicitatea sa. Studiile au demonstrat ca percloratii pot
induce stres oxidativ in mitocondrii, afectand functionarea lantului de transport al electronilor si provocand
daune oxidative membranelor celulare. Aceste efecte negative pot inhiba procesele biosintetice, inclusiv
productia de enzime precum lipazele [22].

De asemenea, se cunoaste cd ionii metalici joacd un rol important in functionarea biologica a multor enzime.
Metalele pot actiona ca donori sau acceptori de electroni sau ca agenti structurali (chelatori). De exemplu,
ionii metalici Ca**, Mn*", Fe** si Co?" au avut un efect pozitiv asupra activitdtii enzimatice a lipazelor produse
de o specie de Aspergillus [23], iar lipazele produse de Bacillus pumilus au manifestat activitate maxima in
prezenta ionilor de Fe**[24]. A fost constatatd influenta pozitiva a compusului cobalt-component - [Co(H,tea), ]
(NO,), asupra activitatii lipolitice a micromicetei Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 [25].

Rezultatele studiului efectului biologic au demonstrat ca includerea compusului coordinativ 1 in
mediul de cultivare a micromicetei Rhizopus arrhizus exercitd influentd benefica asupra procesului de
biosinteza al lipazelor. Astfel, in prima zi de cultivare activitatea enzimatica a constituit 67246 U/mL
(la concentratia de 5 mg/L), 49178 U/mL (10 mg/L) si 43216 U/mL (15 mg/L), depasind cu 128,1%,
111,5% si, respectiv, 85,8% martorul zilei si cu 82,7%, 33,6% si 17,4% activitatea martorului din ziua a
2-a — ziua in care micromiceta manifestd maximul biosintezei enzimelor lipolitice la cultivare in conditii
clasice (fig. 1).

Se constata ca, spre deosebire de mediul control, aplicarea compusului coordinativ 1 reduce ciclul de
cultivare al producatorului cu 24 ore, ceea ce asigurd o rentabilitate economica sporita.

Activitatea lipoliticd maximala in variantele experimentale cu aplicarea compusului coordinativ 2 s-a
marcat in a 2-a zi de cultivare si a constituit 38125 U/mL la concentratia 0,005 g/L, fatda de 34375 U/mL
maximul martorului in aceeasi zi (a doua) de cultivare. In prima zi de cultivare maxima a constituit 35000
U/mL la concentratia de 0,005 g/L, urmata de 29458 U/mL, la concentratia de 0,010 g/L, depasind cu 23,3
—46,3%, nivelul martorului zilei (23930 U/mL) si cu 1,8% cota superioara a probei martor (34375 U/mL)
relevata 1n a 2-a zi de cultivare, fapt ce pune in evidentd posibilitatea reducerii duratei de cultivare cu 24
ore (fig. 2), care la randul sau ar reduce cheltuielile energetice.

80000 m5mg/lL m10 mg/L m15mg/L ® control (fari stimulator) 45000 1 m5mg/L m10mgL m15mg/L = control (fird stimulator)
2 70000 - _, 40000 -
5;_ 60000 | £ 35000 -
£ 50000 g 30000 |
£ 40000 g 25000 ¢
£ 30000 5 20000 1
2 20000 g 13000 ¢
g £ 10000 -
10000 < 5000 -
0 L 0.

1 2 3

Durata de cultivare, zile

Figura 1. Influenta compusului coordinativ
[Fe(H,L)(H,0),](NO,),2,5H,0 asupra activitatii
lipolitice a micromicetei Rhizopus arrhizus
CNMN FD 03

Durata de cultivare, zile

Figura 2. Influenta compusului coordinativ
[Fe(H,L)(H,0),](ClO,),*2,5H,0 asupra activitagii
lipolitice a micromicetei Rhizopus arrhizus
CNMN FD 03

Este cunoscut faptul cd nitratii pot facilita procesele biosintetice, in timp ce percloratii pot avea efecte
inhibitoare datoritd toxicitatii lor. Astfel, diferenta in activitatea biologicd a compusilor coordinativi 1 si 2
poate fi atribuita proprietatilor distincte ale anionilor NO," sau CIO, .
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Variantele date de mediu ce includ in compozitie compusii coordinativi mononucleari ai fierului(III)
[Fe(H,L)(H,0),](NO,),.2,5H,0 (1) si [Fe(H,L)(H,0),](CIO,),2,5H,0 (2) prezintd un sir de avantaje
comparativ cu alte formule de medii nutritive propuse anterior pentru cultivarea tulpinii de fungi Rhizopus
arrhizus CNMN FD 03. Astfel, mediul care continea in calitate de biostimulator de sinteza a lipazelor
extracelulare un compus coordinativ al cuprului — bis(glicinat) de cupru monohidrat, CuGly,-H,O asigura
doar o sporire moderata a biosintezei lipazelor exocelulare (31,2 —49,9%) [14].

Drept stimulatori pot fi folosite inclusiv nanoparticule ale metalelor. Ca exemplu, includerea in
mediul nutritiv a micromicetei a nanoparticulelor de Fe O, contribuie la cresterea activitatii lipolitice a
producdtorului [26], dezavantajul mediului dat constand In faptul cd este necesara dispersarea prealabild
riguroasa a nanoparticulelor cu ultrasunet, precum si unele riscuri de sanatate prin inhalare sau contact cu
pielea prezentate de nanoparticule.

Concluzii

Acest studiu a permis extinderea gamei de compusi coordinativi cu proprietati de biostimulatori al
sintezei lipazelor exocelulare pentru tulpina de fungi Rhizopus arrhizus CNMN FD 03, la un ciclu mai
redus de cultivare a acestei tulpini [27, 28].

Introducerea compusilor 1 si 2 in mediile nutritive pentru cultivarea submersa a tulpinii de fungi Rhizopus
arrhizus CNMN FD 03 contribuie la intensificarea procesului de biosinteza a lipazelor exocelulare si la reducerea
ciclului de cultivare a tulpinii-producatoare prin atingerea mai rapida a maximului de activitate lipolitica.

In baza acestor rezultate au fost propuse doud medii nutritive pentru cultivarea submersa a tulpinii
de fungi Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 in componenta cdrora se include suplimentar in calitate de
stimulator al biosintezei lipazelor exocelulare compusii coordinativi [Fe(H,L)(H,0),]J(NO,),-2,5H,0 sau
[Fe(H,L)(H,0),](ClO,),-2,5H,0 in concentratie de 0,005...0,015L.

Introducerea complecsilor 1 si 2 in mediul de cultivare contribuie sporirea biosintezei lipazelor de catre
tulpina de fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 cu 17,4...82,7 % fata de martor, determinand
totodata reducerea ciclului de cultivare a tulpinii-producatoare cu 24 ore pentru ambii complecsi.

Cele expuse ne permit sa concluziondm ca natura ionului (NO, sau C10,’) din sfera externa a complecsilor
studiati fac diferentd in proprietatile stimulatoare ale biosintezei lipazelor exocelulare de catre tulpina
de fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD 03. Aceste aspecte trebuie sa fie luate in considerare in
proiectarea compusilor complecsi utilizati pentru stimularea biosintezei lipazelor de céitre Rhizopus arrhizus
CNMN FD 03.

Este de mentionat faptul cd obtinerea compusilor coordinativi studiati este simpld Tn executare, iar
substantele initiale sunt accesibile comercial. Complecsii manifestd o solubilitate foarte bund in apd, ceea ce
asigura o utilizare practica in calitate de component al mediului nutritiv, iar maximul de activitate lipolitica
a micromicetei Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 a fost atins in prima zi de cultivare.
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