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A fost studiata influenta unor compusi coordinativi ai cobaltului, cuprului si zincului in baza unor liganzi oximici asupra
biosintezei hidrolazelor exocelulare la tulpinile de fungi miceliali Aspergillus niger CNMN FD 10 — producator de celulaze si
xilanaze, Trichoderma koningii Oudemans CNMN FD 15 si Fusarium gibbosum CNMN FD 12 — producatoare de proteaze.

S-a stabilit efectul diferentiat al compusilor testati asupra biosintezei hidrolazelor in dependenta de originea si sistemul
enzimatic sintetizat al micromicetelor luate in studiu.

Cuvinte-cheie: celulaze, xilanaze, proteaze, compusi coordinativi, fungi miceliali, sinteza orientata.

THE INFLUENCE OF COORDINATION COMPOUNDS OF Co(III), Cu(Il), Zn(Il) WITH OXIME LIGANDS

ON THE BIOSYNTHESIS OF EXOCELLULAR HYDROLASES OF MICROMYCETES

The influence of coordination compounds of cobalt, copper and zinc with oxime ligands on the biosynthesis of exo-
cellular hydrolases of fungal strains Aspergillus niger CNMN FD 10 — producer of cellulases and xylanases, Trichoderma
koningii Oudemans CNMN FD 15 and Fusarium gibbosum CNMN 12 — producers of proteases was studied.

The differential effect of tested compounds on the biosynthesis of hydrolases, depending on the origin of micromycetes
and the synthesized enzymatic systems was established.

Keywords: cellulases, xylanases, proteases, coordination compounds, micromycetes, directed synthesis.

Introducere

Enzimele hidrolitice, inclusiv celulazele si proteazele, alaturat rolului important in biologia vietii, prezinta
o valoare practica enormd, fiind pe larg utilizate in diverse procese tehnologice, medicind si agricultura, inscri-
ind mari contributii la dezvoltarea biotehnologiilor moderne.

Se utilizeaza, cu precadere, enzimele de origine microbiand, obtinute din bacterii, mucegaiuri, drojdii. Mai
pe larg utilizati ca surse de hidrolaze extracelulare sunt fungii miceliali, remarcabili prin spectrul vast de en-
zime sintetizate. Capacitatea micromicetelor de a secreta enzimele in mediul de culturd le confera importanta
biotehnologica suplimentara.

Principalele probleme cu care se confruntd producerile care utilizeaza fungi prezinta sporirea si stabilizarea
capacititii biosintetice a tulpinilor producitoare. In acest aspect importanta prezinta selectarea tulpinilor naturale
active, precum si evidentierea de noi céi §i mecanisme de sporire §i reglare a sintezei enzimatice la nivel celular.
pusilor coordinativi ai metalelor de tranzitie. In ultimii ani compusii coordinativi ai metalelor cunosc o aplicare
de amploare, datoritd implicatiilor teoretice si practice. Este stabilit rolul important al metalocomplecsilor pentru
obiectele biologice ca agenti de intensificare a dezvoltarii si cresterii productivitatii plantelor, de sporire a re-
zistentei acestora in conditiile nefaste ale naturii, de fortificare a imunitatii specifice la animale, de sporire a
productivitatii algelor si cianobacteriilor explorate biotehnologic, a unor reprezentanti din alte grupe taxono-
mice — bacterii, levuri, micromicete [14,19,24,37- 41,48,61]. Rezultate promitatoare sunt obtinute in cercetarile
privind efectul biostimulator si reglator al actiunii compusilor coordinativi ai metalelor asupra biosintezei
hidrolazelor exocelulare la fungii miceliali, domeniu cu vast potential inovational fundamental si aplicativ
[2-9,13-17,51-54,64,65].

Cercetdrile de evaluare a efectului biologic al unui grup extins de compusi coordinativi ai metalelor de tran-
zitie cu liganzi organici din diferite clase chimice — oximele, tiosemicarbazonele, aminoacizii — asupra biosin-
tezei hidrolazelor exocelulare la micromicete au permis evidentierea unor principii de manifestare a efectului
in functie de atomul de metal generator de complecsi, de compozitia sferei interne si anionilor din sfera externa,
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de natura liganzilor axiali si ecuatoriali etc. [2-6,8,9,13-17, 20-22,29, 35,46,47,57,59]. Rezultatele unor cer-
cetdri in biologie demonstreaza ca efectul maxim exercitat este asigurat de structura complexului integru si nu
de una din partile constituente [39,51].

Diverse proprietati utile, atat in procesele industriale, cat si biologice, manifesta dioximatii metalelor tran-
zitionale. Unii dioximati ai fierului bi- si trivalent manifesta proprietati bine pronuntate de catalizatori in reacti-
ile de formare a compozitiilor poliuretanice, destinate lipirii unor piese metalice 1n industria de constructie a
dioximatilor metalelor tranzitionale in procesele de descompunere a apei in cadrul fotosintezei artificiale [30].
Dioximatii cobaltului(III) pot fi utilizati in procesul de obtinere electrocatalitica a hidrogenului [12,18,34,42,44,45].
Cobaloximele prezintd una dintre cele mai reusite clase de compusi sintetici ai metalelor tranzitionale cunos-
cute 1n producerea hidrogenului, care pot fi relativ usor sintetizate, sunt stabile fatd de oxigen, se pot cupla in
sistemele fotosintetice naturale si artificiale [32,43]. A fost realizata sinteza unei serii de #ris-dioximati clatrato-
chelati in calitate de potentiale preparate in terapia cancerului. Reactia de autoasamblare a clatratochelatilor
si interactiunea lor cu acizii nucleici poate fi utilizata pe larg in imunologie si in biologia moleculara [31,49].

Rezultatele unor serii de cercetéri confirma influentd benefica a compusilor coordinativi cu liganzi oximici
asupra proceselor fiziologice la microorganisme [9,8,37,46,53]. Sinteza complecsilor ce prezintd modele ale
compusilor fiziologici naturali i testarea actiunii lor asupra proceselor metabolice ale microorganismelor
prezinta o directie cu perspectiva de reproducere si dirijare a biosintezei naturale. Unele oxime sunt implicate
in procese metabolice importante in organism [33].

Biosinteza enzimelor de citre microorganisme este guvernata de conditiile de cultivare care asigura cresterea
si dezvoltarea culturii. Rol decisiv in acest proces revine compozitiei mediului nutritiv [58]. In pofida gene-
ralizarii abordarilor in cultivarea producétorilor de metaboliti secundari, acumulate pana in prezent, optimi-
zarea conditiilor de biosinteza poarta, in principal, caracter empiric. Temeiul constd in necesitatile diferite ale
producitorilor concreti in elemente nutritive si conditii de crestere si biosinteza a metabolitilor [56,58]. In acest
aspect prezintd interes evaluarea efectului biologic al compusilor coordinativi ai metalelor de tranzitie in functie
de taxonomia fungilor miceliali si sistemele enzimatice sintetizate, ceea ce a constituit scopul cercetarilor pre-
zentate 1n acest articol.

Material si metode

Cercetdri chimice

In studiul realizat privind influenta compusilor coordinativi asupra proceselor de enzimogenezi la tulpinile
de fungi au fost utilizati complecsii: [Co(DH),(Seu)74(Se-Seu),4],[TiFs]-H,O (1), [Cu(DSamH,);]SO4 (2),
[Co2(DH)4Clybpe]-0,5H,0 (3), [Cuxy(DH)sbpe] (4), [Zn,(CH;CO0)4(NioxH,).bpy(H,0),] (5) (unde DH — anionul
dimetilglioximei, Seu — selenocarbamida, Se-Seu — selenselenocarbamida, DSamH, — disulfanilamidglioxima,
bpe — 1,2-bis(4-piridil)etan, NioxH, — 1,2-ciclohexandiondioxima, bpy — 4,4-bipiridil).

Sinteza compusilor coordinativi a fost realizata pe diferite cai: complexul mononuclear al cobaltului (1) a
fost obtinut la interactiunea hexafluorotitanatului de cobalt cu dimetilglioxima si selenouree [62]; complexul
mononuclear al cuprului a fost sintetizat la interactiunea sulfatului de cupru cu disulfanilamidglioxima [36];
complexul binuclear al cobaltului (3) a fost asamblat la interactiunea blocului de sinteza [Co(DH),H,OCl] cu
bpe n raport de 2:1 [7]; complexul binuclear al cuprului (4) a fost obtinut la interactiunea acetatului de cupru
cu bpe si dimetilglioxima in raport de 2:1:4 [10], complexul binuclear al zincului (5) — la interactiunea acetatului
de zinc cu 1,2-ciclohexandiondioxima si 4,4-bipiridilul [11]. In calitate de solventi au fost utilizati apa, metanolul
si dimetilformamida in diferite proportii. Compozitia si structura compusilor in studiu au fost elucidate in baza
metodelor: analiza elementelor, spectroscopia IR (FT-IR Perkin-Elmer ,,Spectrum 100”), RMN (400 Brucker),
difractia cu raze X (Xcalibur CCD “Oxford Diffraction™).

Cercetdri biologice

Obiecte de studiu

Obiecte de studiu au servit tulpinile fungice izolate din solurile Moldovei, plante atacate de fuzarioza, se-
lectate anterior ca perspectivi producatori de hidrolaze exocelulare:

V" Aspergillus niger CNMN FD 10 — producitor de celulaze, xilanaze [27];

v" Trichoderma koningii Oudemans CNMN FD 15 [25];

v" Fusarium gibbosum CNMN FD 12 — producatoare de proteaze [26].
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Tulpinile se pastreaza in Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie
si Biotehnologie al ASM.

Conditii si medii de cultivare:

Cultivarea submersa a producatorilor s-a efectuat in conditii de agitare continua pe agitatoare rotative cu
180-200 rot./min, in colbe Erlenmayer cu capacitatea de 0,5-1,0 L cu 100-200 ml mediu nutritiv. Temperatura —
28-30°C, durata cultivarii 9-10 zile pentru Aspergillus niger si Trichoderma koningii Oudemans si 6 zile
pentru Fusarium gibbosum.

Tulpinile au fost cultivate pe mediile de baza (martor) selectate anterior, cu urmatoarea compozitie:

v pentru Aspergillus niger CNMN FD 10, (g/L): borhot de sfecld — 20,0; tarate de grau — 20,0; partea
minerala Getcinson — KH,PO,4 — 1,0; CaCl,-2H,0 - 0,1; KC1 - 0,1; MgSO47H,0 — 0,3; NaNO; — 2,5;
FeCl; - 0,01; pH — 5,5-6,0;

v pentru Trichoderma koningii Oudemans CNMN FD 15, (g/L): (NH,),SO4 — 1,0; CaCO; — 2,0; tarate
de grau — 20,0; faina de soia - 10,0, pH — 6,25;

v’ pentru Fusarium gibbosum CNMN FD 12, (g/L): faina de porumb — 20,0; faina de soia — 10,0; CaCO; —
2,0; (NH4),SO4 — 1,0; pH — 6,25.

in calitate de material de inoculare a servit suspensia de spori cu densitatea 2,5x10° spori/ml, obtinuta prin
spalarea cu apa distilata sterild a culturilor de 12 zile, crescute pe coloane oblice de malt-agar. Concentratia
inocului a constituit 10% V/V.

In variantele experimentale mediile de baza au fost suplimentate cu compusii coordinativ sus-enumerati.
Concentratia aplicata a constituit 5,0, 10,0 si 15,0 mg/L.

Metode utilizate

In investigatii au fost aplicate metode biochimice si microbiologice clasice si moderne acceptate in enzimologie.

Biomasa a fost separata de lichidul cultural prin filtrare mecanica.

Activitatea proteazelor exocelulare acide (pH 3,6) si neutre (pH 7,4) s-a determinat dupa metoda Willstatter
[50], bazatd pe hidroliza gelatinei pana la aminoacizi si polipeptide cu determinarea ulterioara a grupelor car-
boxilice libere.

Activitatea complexului celulazic si xilanazelor a fost determinatd dupa actiunea enzimelor asupra substra-
telor corespunzatoare: B-glucozidazicd — asupra 4-nitrofenil-p-D-glucopiranozid, endoglucanazica — asupra
Na-carboximetilcelulozei, xilanazica — asupra xilanului din ovaz, cu dozarea ulterioara a zaharurilor reducatoare
conform metodei colorimetrice Somogy-Nelson [28,63].

Experientele au fost efectuate in trei repetari, datele prezentate fiind media aritmetica a determindrilor, cal-
culatd conform p<0,05. Rezultatele obtinute au fost prelucrate statistic conform metodei Dospehov, in baza
programului computerizat Excel [55].

Rezultate si discutii

Cercetdri chimice

Sinteza noilor compusi coordinativi cu proprietati de influenta favorabila asupra dezvoltarii organismelor
vii prezintd interes din perspectiva elabordrii noilor tehnologii eficiente in biotehnologia moderna si propunerii
solutiilor cu efect ergonomic pentru sectorul de producere. Constientizarea mecanismelor de actiune, depistarea
componentelor active, stabilirea rolului metalelor si al liganzilor, precum si a efectului lor cumulativ necesita
o serie de investigatii pentru a perfectiona metodologia sintezei orientate a substantelor biologic active cu
scopul obtinerii compusilor cu proprietati predictibile. Acest obiectiv poate fi realizat pe calea diversificarii
naturii generatorului de complex si a liganzilor, fapt ce influenteaza determinant asupra varietatii compozitiei
si arhitecturii structurale a complecsilor asamblati. Pentru investigatii au fost selectati compusi coordinativi
mononucleari (1,2) si binucleari (3,4,5) ai diferitelor metale (Co, Cu, Zn) cu diferite grade de oxidare (+2, +3),
in care se contin atat dioxime cunoscute (DH,, NioxH,), cét si noi (DSamH;). Raportul metal:dioxima in com-
plecsi poate fi de 1:1 (5), 1:2 (1,3,4) si 1:3 (2). Aceste si alte particularititi confera un grad inalt de diversitate
intre cei cinci complecsi din clasa compusilor coordinativi in baza dioximelor.

In spectrul UV-Vis al complexului 1 in regiunea 200400 sunt prezente doud benzi de absorbtie: prima
demonstreazd prezenta dioximei in planul ecuatorial si este conditionatd de transferul m—m* 1n gruparea
Co(DioxH),; a doua confirmi prezenta selenocarbamidei coordinate. In spectrul IR al compusului 1 prezenta
benzilor de absorbtie v(CN)=1574, v(NO)=1236 si 1087, v(Co-N)=514 si 420 cm™ indici la coordinarea
monoanionilor dimetilglioximei la atomul central.
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Fig.1. Structura cationului complex
[Co(DH),(Seu)(Se-Seu)] in 1.

Complexul 2 este constituit din cationul
complex [Cu(DSamH,);]*", in care la atomul
central coordineaza in mod chelat trei molecule de
disulfanilamidglioxima, iar in sfera externd sunt
prezenti anionii sulfat. In acest complex #ris-
dioximic grupele oximice ale ligandului DsamH,
nu se deprotoneaza. Generatorul de complex
manifesta numarul de coordinare 6, caz mai rar
caracteristic pentru cupru.

In compusul 3 la atomul central coordineazi
patru atomi de azot ai grupelor oximice ale
ligandului ecuatorial, iar in pozitiile 1,6 se afla
un atom de clor si un atom de azot piridinic al
ligandului 1,2-bis(4-piridil)etan, care joaca rolul
de punte si uneste atomii generatorului de
complex n molecula binucleara.

In spectrul IR al compusului 3 sunt prezente o
serie de benzi la 1627, 1619, 1555, 1511, 1433,
1377, 1237, 1214 , 1087, 1035, 976, 868, 813,
739 cm™. Grupa oximici este caracterizatd prin

In spectrul RMN 'H al complexului 1 semnalele
O(CHj3) se deplaseazd din regiunea 1,96 ppm in directia
campului slab la 2,2 ppm, fapt conditionat de transferul
densitatii electronice de la ligand (dimetilglioxima) spre
metal. Prezenta singletului in spectrul complexului in re-
giunea grupelor metilice indica la faptul ca aceste grupe sunt
echivalente magnetic, iar complexul studiat are configura-
tie trans. Semnalele 1n regiunea 8,10-8,45 ppm corespund
grupelor amine ale selenocarbamidei. in spectrul RMN "F
este prezent semnalul caracteristic anionului din sfera
externa ([TiFe]”) la 72 ppm. Prezenta unui singur semnal in
spectru indica la faptul ca toti atomii de fluor sunt echiva-
lenti din punct de vedere magnetic si anionii complecsi sunt
stabili in solutie.

In rezultatul descifrarii structurii cristaline [30] s-a
stabilit cd in 1 se contin doua tipuri de cationi complecsi:
[Co(DH),(Seu),]” si [Co(DH),(Seu)(Se-Seu)]” in raport
de 3:1. Consideram ca ligandul Se-Seu se formeaza in
sistem de citre selenul elementar, care ulterior se leaga cu
molecula de selenocarbamida.

La atomul central in planul ecuatorial coordineaza
patru atomi de azot de la doi monoanioni ai dimetilglioximei
legati intre ei prin legaturi de hidrogen intramoleculare. In
pozitiile 1,6 coordineaza atomii de seleniu ai liganzilor
axiali. Sfera externd este constituiti din anioni [TiF]* si
molecule de apa.
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Fig.2. Structura cationului complex [Cu(DSamH,);]*" in 2.

benzile V(CN)=1555, 8,(N-0)=1237 si §(N-0)=1087 cm™'. Banda din regiunea 1619 cm™ poate fi atribuita
atat vibratiilor v(CC), cat si vibratiilor v(C=N). Banda §(CH) din regiunea 739 cm’, precum si forma
benzilor din aceasta regiune (este forma caracteristica inelului benzenic parasubstituit) este un semnal sigur al
prezentei moleculelor ligandului punte in complex. in regiunea 1511 cm™ este prezenti banda vy(C=C).
Prezenta acestor benzi in spectrul IR al compusilor studiati confirmd coordinarea ligandului punte bpe la

atomul central.
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Fig.3. Structura moleculei binucleare [Co,(DH)4bpeCl,].

in spectrul RMN 'H al complexului [Co,(DH)4bpeCl,]-0,5H,0 se observi un semnal in regiunea 2,32 ppm
ce corespunde grupelor metil ale ligandului DH,. Prezenta unui singur semnal dovedeste faptul ca grupele
metil sunt echivalente din punct de vedere magnetic. Semnalul din regiunea 18,45 ppm confirma prezenta in
complex a legaturilor de hidrogen intramoleculare.
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Fig.4. Structura moleculei binucleare [Co,(DH)4bpeCl,].

Ligandul axial bpe se manifesta in regiunile 7,33 (2H, d, J=6,18 Hz) ppm si 7,90 (2H, d, J=5,91 Hz) ppm,
semnalele respective apartinand protonilor inelelor aromatice si in regiunea 2,79 ppm (4H, s) ce apartine gru-
pelor CH,. Prezenta unui singur semnal pentru aceste grupe de asemenea denota ca sunt echivalente din punct
de vedere magnetic. La integrarea semnalelor in spectrul RMN 'H s-a constatat ci raportul dintre liganzii DH
si bpe este de 4:1.

In complexul binuclear 4 generatorul de complex manifesti numarul de coordinare 5, la ionul de cupru
coordindnd patru atomi de azot ai grupelor oximice ale celor doi monoanioni dimetilglioximici, care sunt uniti
prin doud legaturi de hidrogen intramoleculare. In pozitia a cincea la cationul de cupru coordineaza azotul
piridinic al ligandului punte bpe.

in spectrul IR al compusului 4 sunt prezente o serie de benzi: 3047, 2916, 1606, 1560, 1501, 1423, 1219,
1073, 1009, 963, 840, 813, 728, 552, 535, 487 cm™".

In complexul 5 fiecare cation Zn>" este hexacoordinat din contul a trei atomi de oxigen si trei de azot intr-o
sferd geometricd octaedrica. Planul bazal al poliedrului de coordinare este alcatuit de catre molecula bidentata
NioxH, si doi anioni acetat monodentati. Pozitia apicald este ocupata de citre o moleculd de apa si ligandul
bidentat bpy, care indeplineste functia de ligand punte. Molecula neutra NioxH, coordineaza intr-un mod tipic
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bidentat, prin intermediul atomilor de azot oximici, formand astfel un ciclu chelat din cinci membri cu generatorul
de complex. Doi anioni acetat coordineaza in mod monodentat si ocupa celelalte doud pozitii ale planului bazal.

Spectrul IR al compusului 5 contine benzi caracteristice pentru grupa oximica: oscilatiile de valenta v(O-H)
caracteristice 1,2-ciclohexandiondioximei au fost inregistrate la 3192 cm™; benzile v(N-O) au fost observate
la~ 1259, 1217, 949 cm™. Banda la 1600 cm™ poate fi atribuita atat oscilatiilor de valentd v(CC), cat si v(C=N)
ale ligandului coordinat bpy. Banda din regiunea 1491 cm™ corespunde oscilatiilor de valentd vy(C=C) ale
ligandului punte. In intervalul 613-666 cm™ au fost observate picurile corespunzitoare oscilatiilor de valenti
Y(CCC) s1 y(CNC) ce apartin ligandului ciclic.

b '

o w
— c—c
0 I

HO—N N—OH /—— —\HO—™N N—OH

\ /
N—— Zn ——OH,

NN 7\ s

%/ \/ NN

CHj; CH,4 CH; CH,

Fig.5. Structura moleculei binucleare [Zn,(CH3COO)4(NioxH,),bpy(H,0),].

Prezenta resturilor de acetat in complecsi este demonstratd de oscilatiile 6(CH;) ~ la 1460, 1434, 1353 si
p(CH;) la 1040 cm™. Pe langa aceasta au fost depistate oscilatiile de valentd v(COO) in regiunile 1550, 1409
cm’', precum si ©(COO) in regiunea 613 cm™. Benzile la 3003, 2948 cm™ au fost atribuite oscilatiilor de va-
lentd v(CH). De asemenea, au fost observate oscilatiile v(CC) in regiunea 930 cm™. Oscilatiile metal-ligand
M-O-C au fost inregistrate la ~ 1980 cm™, v(M-O)+ v(C-C) la ~ 518 cm™ i v(M-N) la ~ 420 cm'.

Cercetiri biologice

Studiile de reglare si stimulare a biosintezei enzimelor au o importanta deosebita pentru stabilirea unor le-
gitati de formare a fermentilor sub actiunea factorilor externi de influenta, stabilirea unor noi céi de dirijare si
orientare a sintezei microbiene. Elementele Zn, Cu, Co prezintd importantd vitald pentru organismele vii,
inclusiv microorganisme, fiind implicate in procesele de sinteza a lipidelor, proteinelor, activare a formelor
zimogene ale enzimelor, in metabolismul fosfatilor, transcrierea si stabilizarea moleculei de ADN etc. [19,23,24,61].
Sub acest aspect prezintad interes studiul influentei compusilor coordinativi care contin in calitate de atomi
generatori de complecsi ionii metalelor mentionate asupra capacitatii biosintetice a micromicetelor produca-
toare de substante biologic active, in particular de enzime hidrolitice.

Efectul biologic al compusilor coordinativi a fost evaluat dupa gradul de influenta asupra activitatii enzimatice
a micromicetelor din diferite genuri si cu sisteme enzimatice diferite, cum prezinta: Aspergillus niger — pro-
ducatoare de celulaze si xilanaze, Trichoderma koningii si Fusarium gibbosum — producatoare de proteaze,
precum si din diferite genuri cu sisteme enzimatice similare: Trichoderma koningii si Fusarium gibbosum —
producitoare de proteaze.

Cercetdrile s-au efectuat pe fundalul mediilor nutritive i regimurilor de cultivare optimizate, care asigura
atat conditii optime pentru cresterea si dezvoltarea culturilor, cat si pentru biosinteza maxima a enzimelor.

a) Influenta compusilor coordinativi ai Zn (II), Co(Il) si Cu(ll) in bazd de oxime asupra activitatii
celulozolitice si xilanolitice la micromiceta Aspergillus niger CNMN FD 10
In cercetarile asupra tulpinii de Aspergillus niger au fost utilizati compusii coordinativi:
[Cox(DH)4bpeCl,]-0,5H,0 (3), [Cux(DH)sbpe] (4) , [Zn(CH3CO0)4(NioxH,),bpy(H,0),] (5).
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In calitate de martor a servit activitatea enzimatic a micromicetei manifestata la cultivarea pe mediul de
baza (fard compusi coordinativi). Influenta compusilor coordinativi asupra producerii de celulaze si xilanaze
a fost urmarita in dinamica, pe parcursul a 4 zile de cultivare (a 6-a; a 7-a, a 8-a si a 9-a zi), perioada de sinteza
maxima a componentelor complexului enzimatic — B-glucozidaze, endoglucanaze (a 8-a zi), xilanaze (a 7-a
zi) la cultivarea producatorului in conditii clasice (Tab.1).

Tabelul 1

Influenta compusilor coordinativi ai zincului, cobaltului si cuprului in bazi de oxime asupra
activitatii celulozolitice si xilanazice a micromicetei Aspergillus niger CNMN FD 10

B-glucozidaze endoglucanaze xilanaze
Comp. | Conc.

coord. |(mg/L)a 6.-a a77a a 8.-a a 9.-a a 6.-a a77a a 8.-a a 9'-a a6azil aTazil agazil ® 9.-a
zi zi zi zi zi zi zi zi zi

5 1,28 (2,28 12,44 11,85 {4,95 16,36 |7,34 16,20 | 107,93 | 89,11 | 105,53 | 60,93

3 10 |1,47 (2,28 12,47 |1,82 5,00 {6,53 7,18 |6,04 | 100,97 | 104,66 | 104,45 | 64,41

15 11,28 |2,21 |2,28 |1,82 |3,59 |5,55 |6,53 5,87 | 97,48 | 82,03 | 87,04 | 62,66
5 1,25 12,48 12,55 [1,90 [4,79 16,12 |7,99 |8,16 | 104,45| 107,49 | 113,52 | 86,17
4 10 1,31 (2,17 |2,62 |1,66 4,90 |6,53 [8,81 |8,16 | 104,45 | 118,81 | 91,39 | 90,52
15 1,36 (2,10 |2,40 | 1,48 |0,14 |5,71 |7,18 |6,69 | 104,45 | 118,81 | 91,39 | 64,41
5 11,33 12,47 12,28 |1,90 5,00 |6,61 |7,34 |6,04 | 94,00 | 76,38 | 87,04 | 71,37
10 1,25 |2,37 |2,44 |1,95 [4,90 |6,61 |3,59 [6,36 | 97,48 | 84,86 | 91,39 | 73,11

15 11,20 |2,28 |2,59 |1,69 |5,00 |6,04 |3,26 |6,36 | 94,21 | 90,52 | 91,39 | 87,04
Martor - 11,09 12,51 2,59 [1,90 14,24 |6,12 |8,00 7,50 | 79,21 | 94,44 | 80,51 | 63,54

5

La analiza datelor obtinute privind modificarea activitatii hidrolazelor la micromiceta Aspergillus niger s-a
constatat cd includerea compusilor testati in mediul nutritiv al producatorului nu influenteaza sinteza B-glu-
cozidazelor. Desi 1n ziua a 6-a de cultivare in variantele experimentale, cultivate in prezenta compusilor coor-
dinativi nominalizati, se Inregistreaza o sporire a activitatii B-glucozidazelor — 1,33-1,47 w/ml fatd de nivelul
martorului zilei — 1,09 u/ml, in zilele urmatoare de cultivare (a 7-a — a 8-a zi) diferenta se atenueaza. Activitatea
B-glucozidazica a probelor experiment practic se echivaleaza cu activitatea martorului, constituind 2,47-2,62
u/ml, fata de 2,51-2,59 u/ml, respectiv. Similara este influenta compusilor Co(III) si Zn(Il) asupra endogluca-
nazelor: activitatea enzimelor superioara martorului in zilele a 6-a — a 7-a — 4,90-5,00 u/ml si 6,36-6,61 u/ml
comparativ cu 4,24 u/ml si 6,12 u/ml in varianta martor, prezintd valori sub nivelul martorului in ziua de bio-
sintezd maxima — 7,18-7,34 u/ml fata de 8,00 u/ml, respectiv.

Diferit de compusii Co(III) si Zn(II), compusul Cu(Il) exercita influenta biostimulatoare asupra biosintezei
endoglucanazelor. In concentratia de 10 mg/L a compusului, activitatea enzimelor este superioard martorului
pe toatd perioada de cultivare, constituind 8,81 u/ml comparativ cu 8,00 u/ml in varianta martor in ziua de bio-
sinteza maxima. Aditional, compusul mentine cultura in stare activa si in ziua a 9-a de cultivare, activitatea
endoglucanazelor constituind 8,16 u/ml fata de 7,50 u/ml in proba de referinta. Extinderea fazei stationare
prezintd o caracteristica pozitiva a producitorului ca obiect biotehnologic. In cazul metalocomplexului Zn(II),
activitatea ambelor componente enzimatice — B-glucozidazelor si endoglucanazelor — pe parcursul zilelor a
7-a — a 9-a de cultivare raimane sub nivelul martorului in toate concentratiile testate.

Sporirea activitatii enzimatice la etapa initiald (ziua a 6-a) de cultivare poate fi atribuita actiunii de intensifi-
care a dezvoltarii culturii sub influenta compusilor coordinativi, ce provoaca reducerea fazelor de dezvoltare a
microorganismului §i aparitia in termen mai precoce a 3-glucozidazelor si endoglucanazelor in mediul de cultivare.

Interes mai semnificativ prezintd compusii testati pentru stimularea xilanazelor din complexul enzimatic
sintetizat de Aspergillus niger. In ziua a 6-a de cultivare a producatorului se marcheazi o sporire semnificativa
a activitatii xilanazelor in variantele experiment — 97,48 u/ml pentru compusul Co(IIl), 107,93 u/ml — a Cu(Il),
104,u/ml — a Zn(Il), comparativ cu 94,44 u/ml in varianta martor in ziua a 7-a de cultivare — perioade de sin-
tezd maxima pentru martor. Prin urmare, aplicarea compusilor testati accelereaza procesul de sinteza a xila-
nazelor cu 24 ore fata de martor, acoperind maxima biosintezei martorului in termene mai precoce. Activitate
superioard a xilanazelor — 118,81 u/ml in a 7-a zi de cultivare — s-a marcat la compusul coordinativ al cuprului,
sporul constituind 25,8% fata de martor.
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Compusii binucleari ai cobaltului i cuprului pot fi considerati stimulatori veritabili ai biosintezei xilanazelor la
tulpina de micromicete Aspergillus niger CNMN FD 10, asigurand sporirea biosintezei enzimei 1n toate varian-
tele de concentratii testate si extinderea fazei stationare, cu mentinerea culturii In stare activa timp de 72 de ore.
Metalocomplexul zincului cu 1,2-ciclohexandiondioxima si 4,4-dipiridil nu sporeste biosinteza xilanazelor,
activitatea enzimei (94,0-97,48 v/ml) raméane la nivelul martorului in ziua de biosinteza maxima pentru cultura,
dar provoaca manifestarea mai precoce a maximei — cu 24 ore, ce prezinta eficiente tehnologice la obtinerea
preparatelor enzimatice.

Rezultatele cercetdrilor demonstreaza influenta selectiva a compusilor coordinativi testati asupra biosintezei
componentelor enzimatice ale complexului celulazo-xilanazic sintetizat de tulpina de micromicete Aspergillus niger
CNMN FD 10: introducerea compusilor testati in mediul de cultivare a micromicetei nu influenteaza biosinteza [3-
glucozidazelor si influenteaza diferentiat biosinteza endoglucanazelor si xilanazelor. Astfel, compusii Co(III) si
Zn(1l) modifica termenul de manifestare a maximului de biosinteza a xilanazelor din ziua a 7-a — in ziua a 6-a, re-
ducand ciclul de cultivare a micromicetei cu 24 ore. Metalocomplexul Cu(Il) sporeste activitatea xilanazelor fata de

preparatelor enzimatice in raport cu exigentele sferei de aplicare si eficiente tehnologice in producerea de enzime.

b) Influenta compusilor coordinativi ai Zn(Il), Cu(Il) si Co(Ill) in bazd de oxime asupra biosintezei

proteazelor la tulpina de fungi Trichoderma koningii Oudemans CNMN FD 15

Tulpina de fungi miceliali Trichoderma koningii Oudemans CNMN FD 15 se distinge prin capacitatea de
a sintetiza toate trei tipuri de proteaze: acide (pH 3,6), neutre (pH 7.,4) si bazice (pH 9,2). Complexele enzi-
matice sintetizate de un singur producator manifesta sinergism de actiune mai exprimat, ce determina profun-
zimea proceselor de hidroliza a substraturilor, iar enzimele componente poseda insusiri mai omogene, amelio-
rand utilizarea lor practica [68].

In cercetirile de stabilire a efectului metalocomplecsilor asupra biosintezei proteazelor de citre Trichoderma
koningii Oudemans CNMN FD 15 au fost inclusi compusii coordinativi ai cobaltului cu selenocarbamida
[Co(DH),(Seu)74(Se-Seu)y 4] TiFs]-H,O (1), ai cuprului cu disulfanilamidglioxima [Cu(DSamH,);]SO4(2) si
ai zincului cu 4,4-bipiridilul [Zn,(CH;COQO)4(NioxH,),bpy(H,0),]. Influenta compusilor coordinativi asupra
activitatii proteolitice a micromicetei a fost evaluata in dinamica, pe parcursul zilelor a 8-a — a 10-a de cultivare,
zile de manifestare a maximei de biosinteza a proteazelor in conditii de cultivare clasica a producatorului (Tab.2 si 3).

Tabelul 2

Influenta compusilor coordinativi ai zincului, cobaltului si cuprului in baza de oxime asupra
activitatii proteazelor acide la micromiceta Trichoderma koningii Oudemans CNMN FD 15

Activitatea proteazelor acide (pH 3,6)
Compusul Conc. a 8-azi a9-azi al0-azi
coordinativ (mg/L) % fata de % fata de % fata de
u/ml ’ u/ml ’ u/ml ’
martor martor martor
5 0,42 53,2 0,84 52,8 0,08 19,0
1 10 0,67 84,8 3,53 222,0 0,50 119,0
15 0,42 53,2 2,18 137,1 0,42 100,0
2228/
5 1,76 110.7* 0,92 57,9 0,59 140,5
2 2443/
10 1,93 121 4% 0,08 5,0 0,42 100,0
15 0,84 106,3 0,0 0,0 0,0 -
243,0/ 79,2
5 1,92 110.2% 1,26 0,42 100,0
5 212,6/ 94,9
10 1,68 105.7% 1,51 0,37 88,1
15 1,43 181,0 0,50 31,4 0,08 19,0
Martor - 0,79 100 1,59 100 0,42 100

*fatd de martorul zilei/ de valoarea maxima a martorului (ziua a 9-a)
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In conformitate cu datele din acest tabel, compusul cobaltului cu dimetilglioxima si selenocarbamida —
[Co(DH),(Seu)74(Se-Seu) 4] TiFs]-HO 1n concentratii de 10-15 mg/L sporeste biosinteza proteazelor acide
cu 122,0-37,1% si a proteazelor neutre cu 13,8-44,1%, activitatea enzimatica constituind 3,53-2,18 u/ml
comparativ cu 1,59 u/ml in varianta martor si 3,38-4,28 u/ml comparativ cu 2,97 u/ml in varianta martor,
respectiv, pentru proteazele acide si neutre. Complexul nu modificé ciclul biologic de dezvoltare a tulpinii:
maxima de biosintezd enzimatica se manifesta in ziua a 9-a de cultivare si coincide cu maxima biosintezei
proteazelor in varianta martor. Activitatea enzimatica sub nivelul activitatii martorului a variantelor experi-
ment in ziua a 8-a de cultivare indicé la necesitatea adaptarii culturii la noile conditii de mediu, ce conduce la
extinderea 1n vreme a lag-fazei si la retinerea multiplicarii celulelor [6,60].

In cazul compusului coordinativ al Cu cu disulfanilamidglioxima, maxima de biosinteza a proteazelor acide
1,76-1,93 u/ml se inregistreaza in ziua a 8-a de cultivare, depasind valoarea maximei controlului (1,59 u/ml)
din ziua a 9-a cu 110,7-121,4%. Concentratiile favorabile constitue 5 si 10 mg/L, sinteza maxima fiind asigurata
de concentratia superioari. In ziua a 9-a de cultivare biosinteza proteazelor acide inscrie valori semnificativ
inferioare variantei martor.

Tabelul 3

Influenta compusilor coordinativi ai zincului, cobaltului si cuprului in bazi de oxime asupra
activitatii proteazelor neutre la micromiceta Trichoderma koningii Oudemans CNMN FD 15

Activitatea proteazelor neutre (pH 7,4)
Compusul Conc. a8-azi a9-azi a 10-a zi
coordinativ (mg/L) % fata de % fatd de % fata de
u/ml ’ u/ml ’ u/ml ’
martor martor martor
1 5 2,15 94,7 2,90 97,6 1,19 52,4
10 2,27 100,0 3,38 113,8 0,89 39,2
15 2,27 100,0 4,28 144,1 1,77 77,9
) 5 4,04 177,9 4,53 152,5 3,15 138,8
10 3,03 133,5 2,64 88,9 3,27 144,1
15 2,01 88,5 2,52 84,8 2.64 116,3
5 5,04 222,0 1,89 63,6 1,52 66,9
5 10 3,21 141,4 1,89 63,6 1,98 87,2
15 2,90 127,7 1,52 51,2 1,89 83,3
Martor - 2,27 100 2,97 100 2,27 100

Privind biosinteza proteazelor neutre, aditionarea la mediul de cultivare a compusului binuclear al Cu(Il) (4)
nu modificd manifestarea maxima de biosinteza a enzimei. Maxima activititii proteazelor neutre de 4,53 u/ml
se manifestd analog variantei martor — in ziua a 9-a de cultivare, depasind nivelul martorului cu 52,5%. La
adaugarea complexului Cu(Il) in mediul nutritiv al micromicetei in concentratii de 5-10 mg/L activitatea
proteazelor neutre este superioard martorului pe toata perioada de cultivare — zilele a 8-a — a 10-a, ce caracte-
rizeaza complexul ca un stimulator specific al proteazelor neutre la micromiceta Trichoderma koningii Oudemans.
Aparitia 1n cantitdti mai mari in termen mai precoce a proteazelor neutre in mediul de culturd indica asupra
mecanismului de sporire a biosintezei prin intensificarea dezvoltarii si multiplicarii culturii in prezenta meta-
locomplexului in mediul de cultivare.

Complexul binuclear al Zn(II) manifesta influentd evident biostimulatoare asupra proteazelor acide si neutre
si accelerarea manifestdrii maximei de biosinteza, ce indica asupra actiunii de intensificare a dezvoltarii si
multiplicarii culturii exercitate de metalocomplex. In ziua a 8-a de cultivare, in toate concentratiile testate
activitatea proteazelor, atat acide, cat si neutre, este superioara activitatii martorului zilei, precum si a zilei de
biosintezd maxima pentru martor, constituind 1,92; 1,68 si 1,43 u/ml fatd de 0,79 u/ml in martorul zilei si
1,59 u/ml (ziua a 9-a) pentru proteazele acide si, respectiv, 5,04, 3,21, 2,90 u/ml fata de 2,27 u/ml si 2,97 u/ml
in varianta martor, 1n zilele a 8-a — a 9-a pentru proteazele neutre. Sporul maxim pentru proteazele acide
constitue 110,2%, pentru proteazele neutre 69,7% si este asigurat de concentratia compusului de 5 mg/L.
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¢) Influenta compugsilor coordinativi ai Co(Ill,) Cu(ll) si Zn(Il) in bazd de oxime asupra biosintezei
proteazelor la tulpina de micromicete Fusarium gibbosum CNMN FD 12
Reiesind din faptul ca micromicetele Trichoderma koningii Oudemans CNMN FD 15 si Fusarium gibbosum
CNMN FD 12 sintetizeaza complexe enzimatice similare, in cercetarile cu tulpina Fusarium gibbosum a fost
utilizata aceeasi grupa de compusi coordinativi ai Co (1), Cu (2) si Zn (5) in baza de oxime. Influenta com-
pusilor coordinativi asupra activitatii proteolitice a micromicetei a fost evaluata in dinamica, pe parcursul zi-
lelor a 4-a — a 6-a de cultivare, ce corespunde perioadei manifestarii maximului de biosinteza pentru Fusarium
gibbosum in conditii de cultivare clasica (Tab.4 si 5).
Tabelul 4

Influenta compusilor coordinativi ai zincului, cobaltului si cuprului in bazi de oxime asupra
activitatii proteazelor acide la micromiceta Fusarium gibbosum CNMN FD 12

Activitatea proteazelor acide (pH 3,6)
Compusql gﬁ = ad-azi asS-azi a6-azi
coordinativ |3 & u/ml %o, fatd de u/ml %o, fatd de u/ml %, fatd de martor
martor martor ’
5 0,17 333 4,28 154,5 0,67 57,1
1 10 0,76 150,0 4,70 169,7 0,42 35,7
15 0,08 16,7 4,54 163,6 0,59 50,0
5 0,25 50,0 4,28 154,5 2,02 171,4
2 10 0,59 116,7 2,69 97,0 0,71 64,3
15 0,42 83,3 2,52 90,9 0,17 14,3
5 0,17 333 4,79 172,7 0,59 50,0
5 10 0,92 183,3 3,95 142,4 0,59 50,0
15 0,50 100,0 2,35 84,8 0,50 429
Martor - 0,50 100,0 2,77 100,0 1,18 100,0
Tabelul 5

Influenta compusilor coordinativi ai zincului, cobaltului si cuprului in bazi de oxime
asupra activitatii proteazelor neutre la micromiceta Fusarium gibbosum CNMN FD 12

Activitatea proteazelor neutre
Compusul gﬂ % ad-azi aS5-azi a 6-a zi
coordinativ | 3 & %, fata de %, fata de %, fata de
u/ml ’ u/ml ’ u/ml ’
martor martor martor
5 3,61 286,7 6,05 180,0 1,26 50,0
1 10 1,68 133,3 5,71 170,0 1,26 50,0
15 1,01 80,0 4,70 140,0 1,05 41,7
5 2,02 160,0 6,30 187,5 3,53 140,0
2 10 1,60 126,7 5,96 177,5 4,20 166,7
15 1,34 104,3 4,79 142,5 2,52 100
5 2,18 173,3 4,66 138,8 3,19 126,7
5 10 1,34 106,7 5,88 175,0 3,36 133,3
15 2,52 200,0 6,47 192,5 0,67 26,7
Martor - 1,26 100,0 3,36 100,0 2,52 100,0
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La administrarea compusului cobaltului cu dimetilglioxima si selenocarbamida (1) maximul activitatii s-a
inregistrat la concentratiile 5-10 mg/L (in functie de tipul enzimelor), sporul maxim al activitatii constituind
69,7% pentru proteazele acide si 80,0% pentru proteazele neutre.

In concentratia optima (5 mg/L), compusul marcat asigura intensificarea biosintezei proteazelor neutre,
confirmat prin faptul cé in a 4-a zi de cultivare activitatea proteolitica este practic echivalentd cu cea a marto-
rului din ziua a 5-a.

In a 5-a zi de cultivare, in toate variantele experiment activitatea ambelor tipuri de proteaze este superioard
martorului, sporul activitatii variind intre 54,5 si 69,7% — in cazul proteazelor acide si intre 40 si 80% — in
cazul proteazelor neutre. Activitatea maxima a proteazelor acide este asiguratd de concentratia de 10 mg/L
compus, activitatea proteazelor neutre — de concentratia de 5 mg/L.

In cazul compusului coordinativ al Cu cu sulfanilamida (2), valorile maxime ale activitatii enzimatice se
fixeaza la administrarea concentratiei minime testate — 5 mg/L, diminuand odatd cu majorarea concentratiei.
Activitatea proteazelor acide constituie 4,28 u/ml, sporul fiind de 54,5%. La concentratia 10-15 mg/L, activita-
tea diminueaza in medie cu 5% sub nivelul martorului. Proteazele neutre manifesta o activitate de 4,79-6,30 u/ml,
fiind cu 42,5-87,5% superioara probei de referinta.

La administrarea compusului zincului cu 1,2-ciclohexandiondioxima (5) in concentratie de 5 mg/L sporul
activitdtii proteazelor acide constituie 78,3%. Nivelul superior al activitatii proteazelor neutre — 6,17 uw/ml —
este determinat la aditionarea compusului in concentratie de 15 mg/L (spor de 90%).

In rezultatul investigatiilor a fost constatat efectul stimulator al compusilor coordinativi testati asupra acti-
vitatii proteazelor acide si neutre la micromiceta Fusarium gibbosum, sporul constituind 42,4-72,5% pentru
proteazele acide si 38,8-92,5% pentru proteazele neutre fatd de martor, variind in functie de concentratiile
aplicate. In toate variantele experimentale maximul activitatii proteazelor acide si neutre se manifestd in a 5-
a zi de cultivare si coincide cu maximul de biosinteza a variantei martor. In a 6-a zi de cultivare activitatea
ambelor tipuri de proteaze scade semnificativ, marcand, in majoritatea cazurilor, valori cu 50% si mai mult,
sub nivelul probelor martor.

Concluzii

Pe exemplul tulpinilor de micromicete Aspergillus niger CNMN FD 10 — producator de celulaze si xilanaze,
Trichoderma koningii Oudemans CNMN FD 15, Fusarium gibbosum CNMN FD 12 — producéitoare de pro-
teaze acide si neutre s-a demonstrat dependenta efectului exercitat de compusii coordinativi ai Co, Cu, Zn cu
liganzi oximici asupra biosintezei hidrolazelor exocelulare de taxonomia tulpinilor de micromicete si sistemele
enzimatice sintetizate.

A fost stabilit efectul diferentiat al compusilor testati asupra activitatii componentelor complexului celu-
lazo-xilanazic sintetizat de tulpina Aspergillus niger CNMN FD 10 si a proteazelor acide si neutre la tulpina
Trichoderma koningii Oudemans CNMN FD 15:

v introducerea compusilor testati in mediul de cultivare a micromicetei Aspergillus niger CNMN FD 10
nu influenteaza biosinteza B-glucozidazelor si influenteaza diferentiat biosinteza xilanazelor. Astfel,
compusii Co si Cu asigurd sporirea biosintezei enzimei in toate variantele de concentratii testate si
extinderea fazei stationare, cu mentinerea culturii in stare activa timp de 72 de ore. Metalocomplexul
zincului nu sporeste biosinteza xilanazelor, activitatea enzimei (94,0-97,48 u/ml) rimane la nivelul
martorului in ziua de biosintezd maxima pentru culturd, dar provoacd manifestarea mai precoce a
maximei cu 24 ore (din ziua a 7-a — In ziua a 6-a);

v" compusul cobaltului cu dimetilglioxima si selenocarbamida — [Co(DH),(Seu);4(Se-Seu)4]»[TiFs]- H,O —
sporeste biosinteza ambelor tipuri de proteaze ale micromicetei Trichoderma koningii: acide cu 122,0-
37,1%, neutre cu 13,8-44,1%. Complexul nu modifica ciclul biologic de dezvoltare a tulpinii;

v" compusul coordinativ al cuprului cu disulfanilamidglioxima sporeste biosinteza proteazelor acide cu
110,7-121,4% fata de control cu accelerarea manifestarii maximei din ziua a 9-a (in control) in ziua a
8-a. Maxima biosintezei proteazelor neutre se manifestd analog variantei martor — in ziua a 9-a de
cultivare, depasind nivelul activitatii martorului cu 52,5%;

v" complexul zincului manifesta influenta evident stimulatoare asupra activitatii proteazelor acide si neutre
ale micromicetei Trichoderma koningii cu accelerarea manifestarii maximei de biosinteza pentru ambele
tipuri de proteaze din ziua a 9-a (varianta martor) in ziua a 8-a de cultivare, sporul maxim pentru pro-
teazele acide constituind 110,2 %, pentru proteazele neutre 69,7% .
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S-a constatat influenta similard a compusilor testati asupra biosintezei proteazelor la tulpina Fusarium
gibbosum CNMN FD 12, cu asigurarea sporirii proteazelor acide cu cca 49-73% si a celor neutre cu 80-93%,
maximul activitatii ambelor tipuri de proteaze fiind Inregistrat n ziua a 5-a de cultivare, analog variantei martor.
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