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INTRODUCERE

Hidrolazele microbiene sunt enzime industriale 
deosebit de importante, ponderea acestora printre en-
zimele utilizate în diverse procese tehnologice consti-
tuind cca 75 %. Lipazele, proteazele și carbohidrazele 
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Summary. The optimal concentrations of the heterometallic compounds of “s” and “d” elements Sr, Ca and Fe 

with polydentate ligands based on 2,6-pyridinedicarboxyl chloride and the Schi� base -2,6-diacetylpyridine bis(picoli-

noyl-hydrazone) that increase the synthesis of exocellular proteases and lipases in micromycete Fusarium gibbosum 

CNMN FD 12 and Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 were established. The obtained results were used in the development 

of 3 optimized mycelial mycelial fungal culture procedures (with alternative variants) that ensure enhanced proteolytic 

and lipolytic enzyme biosynthesis and shortened culture cycle, which provides opportunities for obtaining indigenous 

enzyme preparations based on local producing strains characterized by enhanced activity with predicted composition 

in short periods of time.
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Rezumat. Au fost stabilite concentrațiile optime de aplicare a compușilor heterometalici ai elementelor „s” și „d” Sr, 

Ca și Fe cu liganzi polidentaţi în bază de 2,6-piridinădicarboxilclorură și a bazei Schi� -2,6-diacetilpiridină bis(picolino-

il-hidrazona) în calitate de biostimulatori ai sintezei proteazelor și lipazelor exocelulare la micromicetele producătoare 

Fusarium gibbosum CNMN FD 12 și Rhizopus arrhizus CNMN FD 03. Rezultatele obținute au fost valori�cate prin elabo-

rarea a trei procedee optimizate de cultivare a fungilor (cu variante alternative) ce asigură intensi�carea biosintezei 

enzimelor proteolitice și lipolitice și diminuarea ciclului de cultivare, fapt ce oferă oportunități pentru obținerea prepa-

ratelor enzimatice autohtone, în bază de tulpini producătoare locale, caracterizate prin activitate sporită, cu compoziție 

prognozată, în perioade reduse de timp.

Cuvinte-cheie: compuși coordinativi, micromicete, Fusarium gibbosum CNMN FD 12, Rhizopus arrhizus CNMN FD 

03, proteaze, lipaze.

domină piața enzimelor, reprezentând peste 70 % 
dintre toate vânzările de enzime. Printre sectoarele 
industriale dependente de hidrolaze se numără pro-
ducerea de detergenți, piele, textile, alimente (inclusiv 
lactate), furaje, biocombustibili, industria de tratare a 
deșeurilor și cea farmaceutică [1-3]. 
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Proteazele sunt al doilea grup ca mărime, �ind 
întrebuințate pe larg în industria alimentară (fabrica-
rea produselor lactate și de pani�cație, obținerea hi-
drolizatelor din soia, a berii, alimentelor fermentate, 
la frăgezirea cărnii etc.), textilă (prelucrarea pieilor), 
agricultură (aditivi alimentari în hrana animalelor), 
farmaceutică (preparate medicamentoase cu compo-
nente enzimatice pentru tratarea afecțiunilor tractu-
lui gastro-intestinal), precum și în procesele de bio-
remediere, producerea detergenților biodegradabili  
[4-6]. 

Lipazele derivate din fungi sunt implicate în dife-
rite procese industriale și științi�ce care necesită hid- 
roliză, esteri�care, transesteri�care și alcooliză [7; 8]. 
Datorită speci�cității față de substrat acestea sunt fo-
losite la fabricarea de alimente, produse farmaceutice, 
cosmetice, detergenți și hârtie [9; 10]. 

Drept surse biotehnologice de enzime relevante 
din punct de vedere industrial sunt explorate, în spe-
cial, bacteriile și micromicetele, ultimele �ind folosite 
pentru producerea a peste 50 % din necesarul de en-
zime. În comparație cu alte microorganisme, fungii se 
consideră siguri (Generally Recognized as Safe) satisfă-
când cerințele industriale, cum ar � creșterea e�cientă 
pe medii de cultură ie�ine, durata scurtă de cultivare 
și furnizarea continuă a produselor dorite [11]. Aceș-
tia se evidențiază inclusiv prin capacitatea de a produ-
ce o gama largă de hidrolaze exocelulare (proteaze aci-
de, neutre, alcaline, pectinaze, lipaze, celulaze, amilaze 
etc.), care pot � separate din lichidul de cultură folo-
sind metode simple de puri�care. Hidrolazele fungice 
se disting prin speci�citate largă de substrat, activitate 
înaltă și stabilă într-un diapazon extins al pH-ului și 
temperaturii [12].

O metodă e�cientă de manipulare și dirijare a 
proceselor biosintetice este aplicarea compușilor co-
ordinativi ai metalelor de tranziţie în calitate de sti-
mulatori. Astfel, la cultivarea microorganismelor din 
diverse grupe taxonomice, inclusiv microalge [13], ci-
anobacterii [14], levuri [15], fungi [16; 17] în prezența 
compușilor coordinativi a fost constatată intensi�carea 
sintezei diferitelor principii bioactive și reducerea  
ciclului tehnologic. 

Ținând cont de cele menționate, scopul cercetărilor 
prezentate a constat în elaborarea unor procedee ino-
vative de cultivare a micromicetelor din genurile Fu-
sarium și Rhizopus – producători de enzime hidroli-
tice cu utilizarea compușilor coordinativi ai metalelor 
de tip „s” și „d”  în calitate de stimulatori și reglatori, 
care ar oferi oportunităţi de obţinere a unor preparate 
enzimatice autohtone solicitate în diverse ramuri ale 
economiei naționale.

MATERIALE ȘI METODE

În calitate de obiect de studiu au servit tulpi-
nile de fungi Fusarium gibbosum CNMN FD 12 (I)  
și Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 (II), producători 
de enzime proteolitice și, respectiv, lipolitice. Cultiva-
rea submersă a tulpinilor producătoare de hidrolaze 
exocelulare s-a realizat la temperatura de 28-30 °C, pe 
agitatoare rotative (180-200 rot/min.), în retorte Er-
lenmayer cu capacitatea de 0,5 L, ce conțineau 0,1 L 
mediu nutritiv cu compoziție optimă, g/L: 

 ▪ pentru F. gibbosum, faină de porumb – 20,0; fai-
nă de soia – 10,0; CaCO

3
 – 2,0; (NH

4
)

2
SO

4
 – 1,0; apă 

potabilă până la 1 L; pH-ul iniţial al mediului – 6,25; 
 ▪ pentru Rh. arrhizus,  făină de soia – 35,0; KH

2
PO

4
 –  

5,0; (NH
4
)

2
SO

4
 – 1,0; apă potabilă până la 1 L; pH-ul 

iniţial al mediului – 8,0;
Drept material de inoculare a servit suspensia 

de spori cu densitatea 3x106 spori/ml, obţinută prin 
spălarea cu apă distilată sterilă a culturii de 14-30 de 
zile (în funcție de tulpină), crescută pe coloane obli-
ce de malț-agar. Concentrația inoculului a constituit  
10 % V/V. În scopul stabilirii in�uenței compușilor 
coordinativi incluși în studiul asupra ciclului de dez-
voltare a micromicetelor investigațiile au fost reali-
zate în dinamică pe parcursul a 4-6 (F. gibbosum) și, 
respectiv, 1-2 zile (Rh. arrhizus) – durate optime de 
cultivare submersă a micromicetelor producătoare ce 
asigură biosinteza enzimelor de interes la cote înalte. 

A fost evaluat efectul compușilor coordinativi bi-
metalici ai metalelor „s” și „d” Sr, Fe și Ca cu liganzi 
polidentaţi, după cum urmează: 

 ▪ tetra(izotiocianat)cobaltat(II) de tris(dimetil-
piridin-2,6-dicarboxilat)stronţiu cu formula [SrL

3
]

[Co(NCS)
4
], unde L reprezintă esterul dimetilic al 

acidului 2,6-piridinădicarboxilic; 
 ▪ nitrat de 2,6-diacetilpiridin-bis(picolinoilhidra-

zon)-bis(aqua)�er(III)−hidrat(1/2,5) cu formula [Fe 
(H

2
L)(H

2
O)

2
](NO

3
)

3
.2,5H

2
O, unde H

2
L – bis(picolino-

ilhidrazona) 2,6-diacetilpiridinei;
 ▪ tetra(izotiocianat)cobaltat(II) de tris(dimetil pi-

ridin-2,6-dicarboxilat)calciu cu formula [CaL
3
][Co(N-

CS)
4
], unde L reprezintă esterul dimetilic al acidului 

2,6-piridindicarboxilic.
Ținând cont de rezultatele unor studii prelimi-

nare, diapazonul de concentraţii testate a constituit 
1-20 mg/L în funcție de compus și tulpina producă- 
toare. Compușii au fost adiţionaţi la mediul de culti-
vare cu compoziţie optimă concomitent cu inoculul. 
Activitatea prezentată de probele cultivate în absenţa 
compușilor coordinativi a fost utilizată drept referinţă.

La �nele procesului de cultivare, biomasa a fost 
separată de lichidul de cultură prin �ltrare. În lichi-



ŞTIINŢE BIOLOGICE

56 |Akademos 2/2023

dul �ltrat a fost determinată activitatea hidrolazelor 
exocelulare prin metode acceptate în enzimologie. 
Proteazele acide (pH 3,6), neutre (pH 7,4) și alcali-
ne (pH 9,0) au fost dozate prin metoda Willstatter, cu 
utilizarea gelatinei în calitate de substrat. Activitatea 
lipolitică a fost determinată prin metoda modi�cată 
Otto-Yamad, bazată pe hidroliza uleiului de măsline 
în soluție de alcool polivinilic [18]. 

Prelucrarea statistică a rezultatelor obţinute s-a 
efectuat conform metodei propuse de B. Dospehov, în 
baza programului computerizat Excel [19].

REZULTATE ȘI DISCUȚII

O multitudine de compuși coordinativi cu struc-
tură diferită se remarcă prin in�uența unică asupra 
proceselor biosintetice la microorganisme, prezentând 
instrumente e�ciente în manipularea acestora și in-
tensi�carea sintezei substanțelor bioactive de interes. 
Astfel, s-a determinat efectul pozitiv al unor dioximați 
de cobalt(III) care conțin �uor asupra proceselor �-
ziologice la microalga Porphyridium cruentum, pro-
ductivitatea microalgei și biosinteza lipidelor, acestea 
sporind cu 20 % și cu 17 %, corespunzător [13]. Un 
șir de compuși coordinativi ai cobaltului, cuprului şi 
zincului în bază de liganzi oximici s-au distins prin ac-
țiune stimulatoare asupra biosintezei proteazelor acide 
și neutre la micromiceta Trichoderma koningii, deter-
minând sporul activității enzimatice cu 37,1-122,0 %  
și, în unele cazuri, reducerea duratei de cultivare 
cu 24 h [16]. Dioximatul Co(III) cu sulfanilamidă  
[Co(NioxH)

2
(Sam)

2
]

2
 [TiF

6
]·3H

2
O a fost relevat ca in-

ductor al activităţii amilolitice la tulpina Aspergillus 
niger 33-19, asigurând un spor de 40,47-164,08 % şi  
33,9-148,15 % respectiv pentru amilazele acid labile  

şi acid stabile, precum și accelerarea manifestării ma-
ximei de biosinteză a enzimelor cu 24 de ore compara-
tiv cu martorul [20]. Compușii penta- și mononucleari 
ai cobaltului au fost recomandați ca biostimulatori ai 
sintezei enzimelor lipolitice la micromiceta Rhizopus 
arrhizus CNMN 03, efectul acestora variind între 15,5-
78,3 %, în funcție de compus, concentrația aplicată și 
durata de cultivare a microorganismului [21]. 

În baza unor studii preliminare, a fost evaluat 
efectul diferitelor concentraţii ale compușilor coor-
dinativi ai Sr şi Fe cu liganzi polidentaţi asupra ac-
tivităţii complexului de enzime proteolitice (acide  
(pH 3,6), neutre (pH 7,4) și alcaline (pH 9,0)) la  
micromiceta producătoare Fusarium gibbosum  
CNMN FD 12. Concentraţiile testate au fost de  
1-15 mg/L pentru primul compus și 5-20 mg pentru 
al doilea, respectiv. Conform datelor prezentate în 
tabelul 1, se constată că în cazul stronțiului cea mai 
bene�că concentraţie este de 10 mg/L. Aceasta contri-
buie la intensi�carea procesului de sinteză a enzime-
lor, astfel că deja la a 4-a zi de cultivare activitatea este 
prezentată prin valori înalte (1,18 u/mL), depășind cu  
40 % nivelul martorului din aceeași zi şi constituind  
cca 70 % din valoarea maximă a activității probei de 
referință (1,67 u/mL) marcată în ziua a 5-a. În cazul 
celorlalte concentraţii evaluate, activitatea proteazelor 
acide se plasează sub nivelul probei de referinţă, prin-
tr-un efect inhibitor maxim distingându-se concen-
traţia maximă testată (15 mg/L).

În ceea ce privește compusul �er-component, s-a 
observat că activitatea maximă (2,06 u/mL) este înre-
gistrat la cultivarea micromicetei timp de cinci zile pe 
mediul ce conţine complexul metalic în concentraţie de 
5 mg/L, sporul constituind 23,2 %. Varianta dată s-a re-

Tabelul 1  
In�uenţa compușilor coordinativi ai Sr și Fe(III) cu liganzi polidentaţi asupra activităţii  

proteazelor acide (pH-3,6) la micromiceta Fusarium gibbosum CNMN FD 12

Compuși  
coordinativi

Con-
cen-

trația, 
mg/L

Ziua a 4-a Ziua a 5-a Ziua a 6-a 

Activitatea, 
u/mL

%, faţă 
de martor

Activitatea, 
u/mL

%, faţă 
de martor

Activitatea, 
u/mL

%, faţă 
de martor

[SrL
3
][Co(NCS)

4
] 1 0,74±0,04 88,3 1,33±0,02 79,6 1,26±0,18 94,0

5 0,76±0,11 90,0 1,05±0,04 62,9 1,20±0,04 89,9

10 1,18±0,13 140,0 1,44±0,15 86,3 1,29±0,07 96,1

15 0,59±0,00 70,0 0,92±0,09 55,3 0,98±0,10 73,1

[Fe(H
2
L)(H

2
O)

2
] 

(NO
3
)

3
∙2,5H

2
O

5 0,39±0,12 46,7 2,06±0,09 123,2 1,51±0,06 112,8

10 0,57±0,04 68,3 1,67±0,01 99,8 1,18±0,12 87,76

15 1,26±0,00 150,0 1,51±0,06 90,5 1,06±0,09 79,40

20 0,59±0,14 70,0 0,59±0,14 35,2 0,73±0,07 54,33

Martor - 0,84±0,00 100,0 1,67±0,03 100,0 1,34±0,12 100,0
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marcat prin cel mai înalt nivel al activității (1,51 u/mL),  
inclusiv în a 6-a zi de cultivare. 

Un efect stimulator mai pronunțat s-a stabilit în 
cazul proteazelor neutre, o parte dintre care, după cum 
se cunoaște, aparțin grupei metaloproteazelor și nece-
sită ioni metalici divalenți pentru activitatea lor [22]. 
Conform rezultatelor evaluării (tabelul 2), compusul 
Sr adiționat la mediul de cultivare a tulpinii F. gibbo-
sum în concentraţie de 10 mg/L asigură intensi�carea 
sintezei enzimatice, în a 4-a zi de cultivare, sporul ac-
tivităţii �ind de 89,3 % faţă de martorul din aceeași zi. 
Comparând valoarea dată (1,99 u/mL) cu activitatea 
maximă (2,24 u/mL) manifestată de proba de referin-
ţă în a 5-a zi, se constată că aceasta este doar cu 12 %  
mai joasă, respectiv compusul ar putea � inclus în bi-
otehnologii microbiene de obţinere a proteazelor neu-

tre cu activitate similară celei marcate la cultivarea în 
condiţii clasice (fără aplicarea biostimulatorilor chi-
mici), însă în termeni mai restrânși. 

Valorile maxime ale activităţii proteazelor neutre 
în variantele experimentale s-au înregistrat în a 6-a 
zi de cultivare la concentraţia de 5 mg/L şi 10 mg/L, 
�ind cu 26,3 și respectiv 20,8 % mai mari faţă de mar-
torul din aceeași zi.

Compusul �erului asigură un nivel înalt al activi-
tăţii proteazelor neutre în toate concentraţiile testate, 
excepţie constituind doar concentraţia maximă. Cele 
mai înalte valori ale activităţii (2,74 și 2,49 u/mL)  
se remarcă la cultivarea micromicetei, timp de 6 zile, 
în prezenţa Fe(III)·L1 în concentrație de 10 şi 15 mg/L, 
�ind cu 34,5 % şi respectiv cu 22,2 % superioară  mar-
torului. Valori ale activității (1,61 şi 1,78 u/mL) supe-

Tabelul 2 
In�uenţa compușilor coordinativi ai Sr și Fe (III) cu liganzi polidentaţi asupra activităţii proteazelor 

neutre (pH-7,4) la micromiceta Fusarium gibbosum CNMN FD 12

Compuși  
coordinativi

Concen-
trația, 
mg/L

Ziua a 4-a Ziua a 5-a Ziua a 6-a

Activita-
tea, u/mL

%, faţă 
de martor

Activita-
tea, u/mL

%, faţă 
de martor

Activita-
tea, u/mL

%, faţă 
de martor

[SrL
3
][Co(NCS)

4
]

1 0,97±0,05 92,0 2,23±0,13 99,4 1,85±0,09 90,6

5 1,11±0,02 105,3 1,64±0,18 73,1 2,58±0,05 126,3/115,2*

10 1,99±0,05 189,3 2,14±0,10 95,6 2,46±0,11 120,8/109,8*

15 0,85±0,13 81,3 1,26±0,06 56,3 2,21±0,02 108,4

[Fe(H
2
L)(H

2
O)

2
]

(NO
3
)

3
∙2,5H

2
O 

5 1,61±0,38 153,3 1,68±0,09 75,0 2,24±0,09 109,8

10 1,78±0,02 169,3 1,97±0,24 88,1 2,74±0,02 134,5/122,3*

15 1,23±0,24 117,3 1,81±0,26 80,6 2,49±0,04 122,2/111,2*

20 0,35±0,07 33,3 1,30±0,03 58,1 1,90±0,02 93,3

Martor - 1,05±0,12 100,0 2,24±0,22 100,0 2,04±0,17 100,0

      Notă: *%, față de valoarea maximă a martorului înregistrată în ziua a 5-a.

Tabelul 3 
In�uenţa compușilor coordinativi ai Sr și Fe(III) cu liganzi polidentaţi  asupra activităţii proteazelor 

alcaline (pH-9,0) la micromiceta Fusarium gibbosum CNMN FD 12

Compuși  
coordinativi

Conc., 
mg/L

Ziua a 4-a Ziua a 5-a Ziua a 6-a

Activitatea, 
u/mL

%, faţă 
de martor

Activitatea, 
u/mL

%, față
de martor

Activitatea, 
u/mL

%, faţă 
de martor

[SrL
3
] [Co(NCS)

4
],

1 0,92 82,5 1,26 96,9 0,98 99,6

5 1,02 91,3 2,37 182,0 1,54 155,6

10 1,06 95,0 2,32 178,8 1,67 168,3

15 1,27 113,8 1,83 141,1 0,92 93,3

[Fe(H
2
L)(H

2
O)

2
]

(NO
3
)

3
∙2,5H

2
O 

5 1,11 98,8 1,05 80,8 0,92 93,3

10 0,97 86,3 1,30 100,2 1,29 130,1

15 0,85 76,3 2,38 183,1 1,89 192,9

20 0,56 50,0 0,56 43,1 1,82 185,7

Martor - 1,12 100,0 1,30 100,0 0,99 100,0
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rioare martorului (cu 53,3 și 69,3%) au fost relevate și 
în ziua a 4-a, la concentraţiile de 5 şi 10 mg/l. 

În cazul proteazelor alcaline (tabelul 3), la probele 
cultivate în prezența compusului Fe in�uența bene�că 
s-a relevat preferenţial la concentraţia de 15 mg/L, spo-
rul activității constituind 83,1 % (a 5-a zi) şi (92,9 %)  
(a 6-a zi), faţă de variantele martor din zilele corespun-
zătoare. În cazul celorlalte concentraţii, efectul este 
neutru sau inhibitor. Spre deosebire de complexul me-
talic cu �er, compusul stronțiului prezintă o gamă mai 
largă de concentraţii ce exercită efect pozitiv. Astfel, în 
ziua a 5-a – durata optimă de cultivare a micromicetei –  
activitatea proteolitică a probelor cultivate în prezen-
ţa [SrL

3
][Co(NCS)

4
] variază între 1,26-2,37 u/mL,  

depășind martorul cu 41,1-82,0 %, in�uență poziti-
vă exercitând toate concentrațiile testate, cu excepția 
concentraţiei de 1 mg/L. 

Generalizând datele obținute, s-a determinat că 
ambii compuși evaluaţi exercită in�uenţă bene�că  
preponderent asupra proteazelor alcaline sintetiza-
te de micromiceta Fusarium gibbosum CNMN FD 
12, sporul maxim al activităţii constituind cca 80 %. 
Subliniem că compusul stronţiului în concentraţie de  
10 mg/L intensi�că sinteza proteazelor acide și neutre, 
activitatea enzimatică în a 4-a zi de cultivare prezen-
tând valori similare activităţii maxime a martorului 
marcată în a 5-a zi și poate � folosit pentru obţine-
rea preparatelor enzimatice în termen redus. Similar, 
compusul �erului în concentrație de 15 mg/L poate 
� folosit pentru obținerea preparatelor enzimatice ce 
conţin în special proteaze acide.

Drept potenţiali stimulatori ai activităţii lipoliti-
ce la micromiceta Rh. arrhizus CNMN FD 03 au fost 
examinaţi compușii calciului și al �erului cu liganzi 

polidentaţi, aplicați în concentrații de 5-20 și, respec-
tiv, 1-15 mg/L. Potrivit rezultatelor obținute (tabelul 4) 
complexul metalic cu calciul asigură valori superioa-
re ale activității lipolitice față de proba de referință pe 
toată durata de cultivare, practic în toate concentrați-
ile testate, cu excepția celei maxime (20 mg/L), sporul 
activității variind între 10,2-93,5 % în prima zi de cul-
tivare și 26,8-73,2 % în a 2-a zi. 

Menționăm că în prima zi de cultivare activitatea 
enzimatică prezintă valori mai înalte faţă de nivelul 
superior al probei martor marcat în a 2-a zi, sporul 
constituind 34,0-78,4 %. Concentrația optimă a com-
pusului calciului ce asigură sporul maxim al activităţii 
enzimatice, precum și scurtarea cu 24 de ore a ciclului 
tehnologic de cultivare a micromicetei producătoare 
este de 10 mg/L.

Rezultate similare au fost obţinute și cu referire 
la compusul �erului. Astfel, activitatea probelor cul-
tivate în prezenţa compusului �erului în concentra-
ţie de 5-15 mg/L variază între 35 000-57 458 u/mL  
în prima zi de cultivare și 39 167-45 000 u/mL – în a 
2-a zi, sporul constituind 11,1-82,4 % şi respectiv 14,6-
31,7 % fată de martorul din aceeași zi. S-a constatat 
inclusiv faptul că activitatea variantelor experimentale 
deja în prima zi de cultivare prezintă valori ale activi-
tății superioare nivelului maxim al probei de referință 
(a 2-a zi). Cea mai favorabilă concentraţie a compu-
sului coordinativ este cea de 5 mg/L care asigură în 
prima zi de cultivare un spor al activităţii lipolitice cu 
82,4 % faţă de martorul din aceeași zi şi 68,2 % faţă de 
valoarea maximă relevată la proba martor.

Așadar, după cum s-a constatat, concentraţiile op-
time ale compușilor coordinativi ai Ca și Fe cu liganzi 
polidentaţi care asigură sporul maxim (78,4 şi 82,4 % 

Tabelul 4 
In�uenţa diferitelor concentraţii ale compușilor coordinativi ai Ca și Fe asupra activităţii lipolitice  

a micromicetei Rhizopus arrhizus CNMN FD 03

Compuși coordinativi
Conc., 
mg/L

Ziua 1-a Ziua a 2-a

Activitatea,  
u/mL

%, faţă de martor Activitatea,  
u/mL

%, faţă de 
martor

[CaL3][Co(NCS)4]
5 34708 110,2/101,6* 43333 126,8

10 60958 193,5/178,4* 51667 151,2

15 45792 145,4/134,0* 59167 173,2

20 22458 71,3 27500 80,5

[Fe(H
2
L)(H

2
O)

2
] (NO

3
)

3
∙2,5H

2
O

1 30625 97,2 35833 104,9

5 57458 182,4/168,2* 45000 131,7

10 40541 128,7/118,7* 41667 122,0

15 35000 111,1/102,4* 39167 114,6

Martor - 31500 100,0 34167 100,0

Notă: *% față de martorul zilei/față de maxima martorului (ziua a 2-a).
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faţă de martor) al activităţii enzimelor lipolitice la mi-
cromiceta Rh. arrhizus şi scurtarea ciclului tehnologic 
cu 24 de ore este de 10 și, respectiv, 5 mg/L. Datele 
obținute au constituit baza elaborării unor procedee 
de sinteză orientată a proteazelor și lipazelor, conform 
schemei (�gura 1). 

Pentru �ecare dintre tulpinile producătoare au 
fost elaborate procedee distincte, cu variante alter-
native, esența cărora constă în aplicarea în calitate de 
biostimulatori ai sintezei hidrolazelor exocelulare a 
compușilor metalelor de tipul „s” și  „d” (3d, 4d)  Sr, 
Ca, Fe(III) cu liganzi polidentați în bază de 2,6-piri-
dinădicarboxilclorură și a bazei Schi
 -2,6-diacetilpi-
ridină bis(picolinoil-hidrazona), în concentrații bine 
determinate. 

Ținând cont de in�uența distinctă a compușilor 
coordinativi asupra activității enzimelor din 
componența complexului proteolitic sintetizat de 
micromiceta F. gibbosum, procedeele de cultivare 
elaborate pot � folosite pentru obținerea preparate-
lor enzimatice proteolitice cu diferite proprietăți, în 
funcție de domeniul de aplicare, și anume: preparate 
îmbogățite cu proteaze alcaline (i), proteaze acide și/
sau neutre în timp redus (ii), compușii cu efect similar  
servind drept alternativă.

Procedeul I de cultivare a micromicetei Fusa-
rium gibbosum CNMN FD 12 – producătoare de 
proteaze: Tulpina F. gibbosum CNMN FD 12 se cul-
tivă timp de cinci zile pe mediul nutritiv de bază, g/L: 
faină de porumb – 20,0; faină de soia – 10,0; CaCO

3
 –  

2,0; (NH
4
)

2
SO

4
 – 1,0; pH – 6,25; suplimentat cu unul 

dintre compușii coordinativi, după cum urmează: 
[SrL

3
[Co(NCS)

4
], în concentrație de 10,0 mg/L; 

[Fe(H
2
L

1
)(H

2
O)

2
](NO

3
)

3
∙2,5H

2
O, în concentrație 

de 15,0 mg/L. 
Avantajul procedeului propus constă în sporirea 

activităţii proteazelor alcaline cu 78,8 % şi respectiv 
83,1 %, totodată, activitatea celorlalte tipuri de pro-
teaze se menţine practic la nivelul martorului. 

Procedeul II de cultivare a micromicetei Fu-
sarium gibbosum CNMN FD 12 – producătoare de 
proteaze: Tulpina F. gibbosum CNMN FD 12 se cul-
tivă timp de patru zile pe mediul nutritiv de bază, 
g/L: faină de porumb – 20,0; faină de soia – 10,0; 
CaCO

3
 – 2,0; (NH

4
)

2
SO

4
 – 1,0; pH – 6,25; suplimen-

tat cu unul dintre compușii coordinativi, după cum  
urmează: 

[SrL
3
] [Co(NCS)

4
], în concentrație de 10,0 mg/L; 

[Fe(H
2
L

1
)(H

2
O)

2
](NO

3
)

3
∙2,5H

2
O, în concentrație 

de 10-15,0 mg/L. 

Figura 1. Schema de cultivare a micromicetelor Fusarium gibbosum CNMN FD 12  
și Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 conform procedeelor propuse.

Tulpini producătoare:
Fusarium gibbosum CNMN FD 12 – producător de proteaze (nr. 1)

Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 – producător de lipaze (nr. 2)

Inocul: suspensie de 
spori cu densitatea 3x106

spori/mL, obţinută prin 
spălarea culturii crescute 

timp de 14-30 de zile 
pe mediu agarizat, în 

concentrație de 10% V/V

Compuși biostimulatori
pentru producătorul nr. 1: 

 [SrL3][Co(NCS)4] – concentrația de 10 mg/L
 [Fe(H2L)(H2O)2](NO3)32,5H2O – concentrația de 10 și 15 mg/L

pentru producătorul nr. 2: 
 [CaL3][Co(NCS)4] – concentrația de 10 mg/L

 [Fe(H2L)(H2O)2](NO3)32,5H2O – concentrația de 5 mg/L

pentru producătorul nr. 1: 
făină de porumb – 20,0; făină de soia – 10,0; 
CaCO3 – 2,0; (NH4)2SO4 – 1,0; apă potabilă 
până la 1 L; pH-ul iniţial al mediului – 6,25

pentru producătorul nr. 2: 
făină de soia – 35,0; KH2PO4 – 5,0; 

(NH4)2SO4 – 1,0; apă potabilă până la 1 L; 
pH-ul iniţial al mediului – 8,0

Mediu nutritiv de bază, g/L: 

Cultivarea submersă a micromicetelor pe agitatoare rotative 
(180-200 rot./min.), la temperatura de 28-30 °C, 

timp de 4-5 zile + (nr. 1) și 1 zi (nr. 2) 

Separarea lichidului de cultură de biomasă prin filtrare 

Determinarea activității enzimatice în conformitate cu metodele 
acceptate în enzimologie

AVANTAJE tehnologice:
 sporirea activității 

proteolitice și lipolitice
a micromicetelor 

cu 78,4-83,1 % față 
de martor

 reducerea ciclului 
de cultivare 

a producătorilor cu 24 
de ore
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Avantajul procedeului propus constă în intensi�-
carea biosintezei enzimatice și oferă posibilitatea obți-
nerii preparatelor cu pro�l de activitate preponderent 
în domeniu de pH acid și/sau neutru în termen redus 
(cu 24 de ore), ceea ce asigură bene�cii economice.  

Procedeu de cultivare a micromicetei Rhizopus 
arrhizus CNMN FD 03 – producătoare de lipaze: 
Tulpina Rh. arrhizus CNMN FD 03 se cultivă timp 
de o zi pe mediul nutritiv de bază, g/L: făină de soia –  
35,0; KH

2
PO

4
 – 5,0; (NH

4
)

2
SO

4
 – 1,0; apă potabilă până 

la 1 L; pH-ul iniţial al mediului – 8,0; suplimentat cu 
unul dintre compușii coordinativi, după cum urmează: 

[CaL
3
][Co(NCS)

4
], în concentrație de 10,0 mg/L; 

[Fe(H
2
L

1
)(H

2
O)

2
] (NO

3
)

3
∙2,5H

2
O, în concentrație de  

5 mg/L.
Avantajul procedeului propus constă în sporirea 

activităţii enzimelor lipolitice cu 78,4 şi 82,4 % faţă de 
martor şi reducerea ciclului tehnologic cu 24 de ore.

CONCLUZII

Au fost stabilite concentrațiile optime de aplica-
re a compușilor coordinativi bimetalici ai metalelor 
„s” și „d” Sr, Ca și Fe cu liganzi polidentaţi în bază 
de 2,6-piridinădicarboxilclorură și a bazei Schi
 
-2,6-diacetilpiridină bis(picolinoil-hidrazonă) pentru 
sporirea potențialului biosintetic al micromicetelor 
de semni�cație biotehnologică Fusarium gibbosum 
CNMN FD 12 – producătoare de proteaze și Rhizopus 
arrhizus CNMN FD 03 – producătoare de lipaze.

 ▪ Pentru tulpina F. gibbosum CNMN FD 12 s-a 
determinat că ambii compuși selectați ca biostimula-
tori cu perspectivă ai proteazelor – tetra(izotiocianat)
cobaltat(II) de tris(dimetilpiridin-2,6-dicarboxilat)
stronțiu și al Fe(III)-nitrat de 2,6-diacetilpiridină-bis-(-
picolinoilhidrazonă)-bis-(aqua)�er(III), apă(1/2,5) –  
exercită in�uenţă bene�că preferenţial asupra pro-
teazelor alcaline sintetizate de micromicetă. Concen-
traţiile optime care asigură un nivel înalt al activității 
proteazelor alcaline (spor – cca 80 %), totodată men-
ţinând practic la nivelul martorului activitatea celor-
lalte tipuri de proteaze sunt: 10 mg/L – pentru com-
pusul [SrL

3
][Co(NCS)

4
] şi 15 mg/L – pentru [Fe(H

2
L)

(H
2
O)

2
](NO

3
)

3
.2,5H

2
O. 

 ▪ Concentraţiile optime ale compușilor coordina-
tivi ai Ca și Fe cu liganzi polidentaţi care asigură spo-
rul maxim (78,4 și 82,4 % faţă de martor) al activităţii 
enzimelor lipolitice la micromiceta Rhizopus arrhizus 
CNMN FD 03 și reducerea ciclului tehnologic cu 24 
de ore sunt de 10 și, respectiv, 5 mg/L. 

 ▪ Rezultatele obținute au fost valori�cate prin 
elaborarea a trei procedee optimizate de cultivare a 
micromicetelor (�ecare cu două variante alterna-

tive) ce asigură intensi�carea biosintezei enzime-
lor proteolitice și lipolitice și diminuarea ciclului de 
cultivare. Aceasta oferă oportunități pentru obținerea 
preparatelor enzimatice autohtone, în bază de tulpini 
producătoare locale, caracterizate prin activitate spo-
rită, cu compoziție dirijata în perioade reduse de timp. 
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