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Rezumat. Prezentul studiu a avut drept scop stabilirea conditiilor optime de aplicare a compusilor coordinativi
heterometalici ai bariului si stronfiului in tehnologia cultivarii micromicetei Aspergillus niger CNMN FD 06 ca strategie
de sporire a biosintezei amilazelor exocelulare. S-a constatat ca complecsii heterometalici [Ba(L)s-z2-(NCS)2-Co(NCS)-],
[Sr(L)s][Co(NCS)4/ obtinuti in bazd de piridin-2,6-dicarbonil diclorurd si saruri de Sr(Il), Ba(ll) si Co(Il) manifesta
proprietdti biostimulatoare si de intensificare a biosintezei amilazelor. In concentratiile optime selectate - 1 mg/L —
pentru [Ba(L)s-u2-(NCS)2-Co(NCS),/ si 5 mg/L — pentru [Sr(L)s][Co(NCS)s/, compusii asigurd atdt sporul activitdtii
enzimatice (cu 39,2 si, respectiv 42,9%), cat si modificarea termenului de manifestare a maximei de biosinteza. Maxima
activitatii enzimatice s-a inregistrat la pH-ul initial al mediului de cultivare 5,0, stabilit anterior drept optim pentru
sinteza amilazelor exocelulare la cultivare clasica.
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INFLUENCE OF COORDINATIVE COMPOUNDS OF BARIUM AND
STRONTIUM ON EXTRACELLULAR AMYLASE BIOSYNTHESIS IN
MICROMICET Aspergillus niger CNMN FD 06

Abstract. The aim of this study was to establish the optimal conditions for the application of barium and strontium
heterometallic coordinating compounds in the technology of Aspergillus niger CNMN FD 06 micromycete cultivation as
a strategy of exocellular amylase biosynthesis enhancing. Heterometallic [Ba(L)s-z2-(NCS)2-Co(NCS),],
[Sr(L)s][Co(NCS)4] complexes obtained from pyridine-2,6-dicarbonyl dichloride and Sr(Il), Ba(ll) and Co(ll) salts have
been found to exhibit biostimulating and enhancing properties on amylase biosynthesis. The compounds, applied in
optimal selected concentrations - 1 mg /L - for [Ba(L)s-x2-(NCS),-Co(NCS).] and 5 mg /L - for [Sr(L)s][Co(NCS)],
ensure both the increase of the enzymatic activity (by 39.2 and, respectively 42.9%), as well as the modification of the
term of manifestation of the maximum of biosynthesis. The peak of enzymatic activity was recorded at the initial pH of
the culture medium 5.0, previously established as optimal for the synthesis of exocellular amylases in classical conditions
of cultivation.

Keywords: amylase, Aspergillus niger, submerged cultivtation, amylase production, coordination compounds.

Introducere
Amilazele (EC 3.2.11, 3.2.12, 3.2.13) reprezinta o clasd de enzime care scindeaza
amidonul, catalizadnd hidroliza legaturilor glicozidice in pozitia a-1,4 prezente in
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molecula de amidon [1], cu producerea diferitor polizaharide, precum dextrina,
maltoza si glucoza [18].

In scopuri industriale prioritate se acordi amilazelor microbiene [2, 17].
Avantajele deosebite pentru care sunt apreciate amilazele microbiene prezinta
activitatea lor inaltd, specificitatea largd de substrat, proprietdtile de termo- si
acidstabilitate care asigurd capacitatea de a activa la temperaturi extrem de inalte (pana
la 100°C) si valori joase de pH (2.0-2.5) [20, 22].

Principalele surse microbiene pentru producerea amilazelor sunt speciile de
Bacillus [11, 12, 16] si Aspergillus [2, 13-15]. Aspergilii produc o varietate mare de
enzime extracelulare dintre care amilazele, dupad diversitatea si volumul de aplicare,
ocupa pozitia lider. Acestea sunt pe larg utilizate in majoritatea ramurilor industriei
alimentare (fabricarea bauturilor, coacerea painii), cat si in industriile textila,
farmaceutica, in producerea hartiei si detergentilor [3, 14, 19], substituind complet
hidroliza chimica a amidonului in procesele tehnologice [2, 17].

Extinderea domeniilor de aplicare a amilazelor argumenteaza necesitatea realizarii
microbiana.

Din acest punct de vedere prezintd interes utilizarea in calitate de stimulatori a
compusilor coordinativi ai metalelor de tranzitie. In cercetirile de ultima ord compusii
coordinativi ai elementelor ,,d” si ,,s” marcheaza rezultate promitdtoare in sinteza
microbiana orientata [4-10, 21].

Studiul prezent a avut drept scop stabilirea conditiilor optime de aplicare a
compusilor coordinativi heterometalici ai bariului si strontiului in tehnologia cultivarii
micromicetei Aspergillus niger CNMN FD 06 ca strategie de sporire a biosintezei
amilazelor exocelulare.

Rezultate si discutii

Selectarea concentratiilor optime de compusi coordinativi ai bariului si
strontiului ce asigura sinteza maximald a amilazelor exocelulare la micromiceta
Aspergillus niger CNMN FD 06

In cercetiri anterioare complecsii heterometalici [Ba(L)s-p2-(NCS)2-Co(NCS)s],
[Sr(L)3][Co(NCS)4] obtinuti in bazad de piridin-2,6-dicarbonil diclorura si saruri de
Sr(ll), Ba(Il) si Co(I) au fost evaluate ca perspectivi biostimulatori ai biosintezei
amilazelor exocelulare la tulpina de micromicete A. niger CNMN FD 06, asigurand un
spor al activitatii enzimatice (cu cca 35-50%).
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In scopul stabilirii conditiilor optime de cultivare a micromicetei A. niger CNMN
FD 06 — producatoare de amilaze exocelulare a fost extins diapazonul de concentratii
ale bariului si strontiului cu ligandul L. Tinand cont de faptul cd ambii compusi au
exercitat influenta benefica asupra productivitatii tulpinii de A. niger in concentratia
minima testata (5 mg/L), concentratiile mai mari avand efect neutru sau chiar inhibitor,
in cadrul studiilor curente accentul a fost plasat pe analiza influentei concentratiilor
mici: 1, 5 si 10 mg/L. Experientele au fost realizate in dinamica pe parcursul a 5 si 6
zile de cultivare — perioada de sinteza maximald a enzimelor amilolitice la tulpina in
studiu. Compusii au fost aditionati la mediul de cultivare optimizat anterior. In calitate
de probd de referintd a servit activitatea variantei cultivate in absenta
metalocomplecsilor.

in baza rezultatelor obtinute se constatd ci compusul bariului, in concentratie de
1 si 5 mg/L, influenteaza pozitiv acumularea amilazelor la micromiceta A. niger pe
parcursul ambelor zile de cultivare, activitatea variind intre 96,68-110,08 u/mL 1n ziua
a 5-a si respectiv 132,15-143,94 u/mL in ziua a 6-a, comparativ cu nivelul de 72,86 si
79,09 u/mL marcat la proba martor in zilele respective. Sporul activittii enzimatice
asigurat de suplimentarea mediului cu compusul bariului a variat intre 32,7-82,0%
(Figura 1)

I octivitatea amiloliticd u/ml == %, fatd de martor

160 T " " T T T T TS oSS S o Sooooooooooooooo r 200.0
- 180.0
- 160.0
- 140.0
- 120.0
- 100.0
- 80.0
- 60.0
- 40.0
- 20.0
- 0.0

[Ba(L)s-p2-(NCS)2-Co(NCS).] ‘ [Sr(L)s][Co(NCS).]

Fig. 1. Influenta diferitor concentratii a compusilor coordinativi ai Ba si Sr asupra
activitatii amilolitice a micromicetei Aspergillus niger CNMN FD 06.

In ambele zile de cultivare valorile maximale ale activitdtii enzimatice se remarca
la concentratia minima testata (1 mg/L), sporul activitatii constituind 51,1% in ziua a

5-a si 82,0% in ziua a 6-a. La cultivarea micromicetei In prezenta metalocomplexului
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in concentratie de 5 mg/L activitatea a depdsit nivelul martorului cu 32,7 si respectiv
67,1%. De mentionat ca la ambele concentratii activitatea amilolitica relevata in ziua a
5-a de cultivare depaseste inclusiv nivelul maximal al activitatii probei martor marcat
in ziua a 6-a, sporul activitatii In raport cu acesta constituind 39,2% la concentratia de
1 mg/L si122,2% la 5 mg/L.

In aceleasi conditii, in cazul compusului coordinativ al strontiului, activitatea a
variat in limitele de 69,88-113,06 u/mL si 79,09-108,57 u/mL, in ziua a 5-a si a 6-a,
corespunzator. Similar compusului bariului, efectul pozitiv a fost nregistrat doar in
cazul concentratiei de 1 (in ziua a 6-a de cultivare) si 5 mg/L. Aditionarea la mediul de
cultivare a compusului [Sr(L)s][Co(NCS)4] in concentratic de 5 mg/L asigurad
intensificarea procesului de biosinteza, maxima activitatii enzimatice fiind marcatd in
a 5-a zi de cultivare, valoarea data depdsind nivelul maximal al probei martor cu 42,9%
si, mai putin semnificativ (In medie cu 8%) nivelul probei cultivate in prezenta
compusului coordinativ timp de 6 zile.

In a 6-a zi de cultivare activitatea se mentine la cote superioare, fiind mai inalta
fatd de cea prezentata de varianta martor cu 27,3 si 37,3% la concentratia de 1 si
respectiv 5 mg/L.

Reiesind din rezultatele obtinute se constatd cd concentratiile optime ale
compusului bariului si strontiului cu ligandul polidentat in baza de piridin-2,6-
dicarbonil diclorurd, care exercitd efect stimulator maximal (39,2 si respectiv 42,9%)
asupra activitatii amilazelor exocelulare a tulpinii de interes biotehnologic Aspergillus
niger CNMN FD 06 si intensificarea procesului de biosinteza este 1 mg/L — pentru
[Ba(L)s-p2-(NCS),-Co(NCS)4] si 5 mg/L — 1n cazul metalocomplexului
[Sr(L)3][Co(NCS)4].

Selectarea pH-ului initial al mediului de cultivare ce asigurd sinteza maximald
a amilazelor exocelulare la micromiceta Aspergillus niger CNMN FD 06 la
cultivarea in prezenta compusilor coordinativi ai bariului si strontiului

La faza ulterioara a investigatiilor compusii coordinativi ai bariului si strontiului
cu liganzi polidentati au fost aditionati in concentratiile optime selectate in mediul
nutritiv cu diferite valori ale pH-ului — 4,0; 5,0; 6,0 si 7,0. In calitate de proba de
referintd a servit activitatea enzimaticd a variantei cultivate in absenta compusilor
coordinativi, pe mediu cu pH initial 5,0, selectat anterior drept optim pentru asigurarea
cresterii si dezvoltarii tulpinii fungice A. niger CNMN FD 06, precum si sintezei
enzimelor amilolitice.
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Conform rezultatelor prezentate in Figura 2 se constata ca pH-ul initial al mediului
nutritiv optim pentru biosinteza amilazelor exocelulare este plasat in mediul acid, la
valoarea 5,0. In baza datelor experimentale s-a stabilit ci in cazul cultivarii
micromicetei producdtoare in prezenta compusilor coordinativi cu proprietati
biostimulatoare pH-ul optim ce asigura sinteza maximala a enzimelor amilolitice este
similar celui determinat anterior pentru cultivarea in conditii clasice. Astfel, activitatea
enzimaticd 1in variantele cultivate in medii cu pH-ul 5,0, in prezenta
metalocomplecsilor Ba si Sr constituie 114,46 u/mL (a 5-a zi) si respectiv 148,06 u/mL
(a 6-a zi) — in cazul I-ui compus, 116,43 (a 5-a zi) si 120,02 u/mL (a 6-a zi) — in cazul
celui de-al ll-lea compus, fata de valoarea de 76,23 u/mL si 92,02 u/mL, corespunzator,
marcatd in proba martor. Efectul stimulator inregistrat in experientele anterioare se
mentine, sporul activitdtii constituind 50,2 si 60,9%, fatd de martorul din aceiasi zi —
pentru compusul bariului si 52,7, respectiv, 30,4% — pentru metalocomplexul ce
contine strontiu. Comparand valorile relevate in a 5-a zi de cultivare in probele
cultivate in prezenta stimulatorilor cu valoarea maximald a activitdtii probei de
referintd prezentata in ziua a 6-a se constatata sporul activitatii amilazelor cu 24,4 si
26,5%, respectiv, in cazul compusului Ba si Sr, diferenta dintre activitatea relevata in

ziua a 5-a si a 6-a in varianta cultivata pe medii ce contin complexul strontiului fiind

neesentiala.
B octivitatea amiloliticd u/ml == %, fatd de martor

180 180.0
160 160.0
140 140.0
120 120.0
100 100.0

80 80.0

60 60.0

40 T 40.0

20 T 20.0

0.0

5 | 6 | 5 | 6
[Ba(L)s-pz-(NCS),-Co(NCS),] | [Sr(L)z][Co(NCS).]

Fig. 2. Influenta compusilor Ba(II) si Sr(IT) in concentratiile optime selectate (Ba — 1
mg/L; Sr —5 mg/L) asupra activitatii amilolitice a micromicetei Aspergillus niger
CNMN FD 06, in functie de diferite valori ale pH-ului mediului de cultivare.
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La valorile acide de pH (4,0) activitatea amilolitica este cu cca 24% (I-ul compus)
si respectiv 40-60% (al 1l-lea compus) mai redusa fata de activitatea probei martor
cultivatd pe mediu cu pH optim, in absenta compusilor coordinativi. O diminuare de
cca 20-60% se marcheaza si in cazul variantelor cultivate pe medii cu pH 6,0 si 7,0.

In baza rezultatele obtinute se constati ci picul activitatii enzimatice in probele
cultivate in prezenta compusilor coordinativi ai Ba si Sr cu liganzi polidentati este
inregistrat la pH-ul initial al mediului de cultivare 5,0 — valoare stabilita anterior drept

optima pentru sinteza amilazelor exocelulare la micromiceta producatoare Aspergillus
niger CNMN FD 06.

Concluzii

- Complesii heterometalici [Ba(L)s-pz-(NCS),-Co(NCS),], [Sr(L)s][Co(NCS)4]
obtinuti in baza de piridin-2,6-dicarbonil diclorura si saruri de Sr(Il), Ba(Il) si
Co(II) noi sintetizati au manifestat proprietati biostimulatoare si de intensificare
a biosintezei amilazelor, asigurand atat sporul activitatii enzimatice (cu cca 30-
80%), cat si modificarea termenului de manifestare a maximei de biosinteza a
enzimelor de interes;

- Concentratiile de 1 mg/L — pentru [Ba(L)s-u2-(NCS)2-Co(NCS);] si 5 mg/L — in
cazul metalocomplexului [Sr(L)s][Co(NCS)s] asigura reducerea ciclului
tehnologic cu 24 ore si exercitd efect stimulator maximal (39,2 si respectiv 42,9%)
asupra activitatii amilazelor exocelulare ale tulpinii Aspergillus niger CNMN FD
06;

- Maxima activitatii enzimatice in variantele experimentale se inregistreaza la pH-
ul initial al mediului de cultivare 5,0 — valoare stabilitd anterior drept optima

pentru sinteza amilazelor exocelulare pentru micromiceta data la cultivare clasica.

Cercetirile au fost efectuate in cadrul PS 2020-2023 a Republicii Moldova prin proiectele
20.80009.5007.28 ,,Elaborarea noilor materiale multifunctionale si tehnologii eficiente pentru
agriculturd, medicind, tehnica si sistemul educational in baza complecsilor metalelor ,,s” si ,,d” cu
liganzi polidentati cu finantare de cdtre ANCD.
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