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Rezumat. A fost stabilit efectul stimulator al complexului heterometalic in baza de piridin-2,6-dicarbonil diclorurei si
sarurile de Sr(Il) asupra sintezei lipazelor exocelulare la micromiceta Rhizopus arrhizus CNMN FD 03. In baza
rezultatelor obtinute a fost elaborat un procedeu de sinteza orientatd a lipazelor ce prezinta un sir de avantaje precum,

majorarea activitatii lipolitice cu 79,5% i reducerea duratei de cultivare cu 24 ore, fapt ce asigura obtinerea in termeni

restransi (1 zi) si cu cheltuieli diminuate a preparatelor enzimatice lipolitice cu activitate sporita.

Cuvinte cheie: lipaze, compusi coordinativi, fungi miceliali, sinteza orientatd, procedee de cultivare.

ORGANIZED SYNTHESIS OF LIPOLYTIC ENZYMES IN FUNGIC
STEM Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 IN SUBMERSED CULTURE

Abstract. The stimulatory effect of the heterometallic complex based on pyridine-2,6-dicarbonyl dichloride and Sr(Il)
salts on the exocellular lipases synthesis in Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 fungal strain was established. Based on the
obtained results, a method of lipase synthesis was developed. The proposed method is characterized by some advantages,
such as increase of lipolytic activity by 79.5% and reduction of the cultivation duration by 24 hours, which ensures the
obtaining in short terms (1 day) and with reduced costs of high-activity lipolytic enzyme preparations.
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Lipazele  (3-acil-glicerol-hidrolaze)  reprezinta  catalizatori  biologici
multifunctionali caracterizati prin capacitatea de a realiza atat hidroliza acilgliceridelor
pana la glicerina si acizi grasi liberi, cat si reactii de liza a alcoolilor, acizilor, reactii
de esterificare, prezentind importantd majord pentru procesele biotehnologice.
Lipazele microbiene atrag atentia prin specificitatea Tnalta fata de substrat si stabilitate
in conditii chimice si fizice variate [3], fiind pe larg utilizate in industria alimentara,
chimica, farmaceutica, medicina, producerea detergentilor biodegradabili, fabricarea
articolelor din piele etc. Printre microorganismele producatoare de lipaze preferinta se
acorda fungilor miceliali, capabili sa produca un spectru extins de enzime extracelulare
care pot fi recuperate usor din mediul de cultivare, fara costuri excesive [2].

in ultimele decenii in scopul sporirii biosintezei enzimelor la micromicete sunt
intens studiati compusii coordinativi ai elementelor 3d, unii manifestindu-se

promitdtor in calitate de biostimulatori ai biosintezei lipazelor. Astfel, includerea in
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mediul  nutritiv  a  compusilor  coordinativi a1 cobaltului(Ill) -
[Co(DH)2(An),]2[ZnFs]-2H,O si [Co(DH)2(An),]x[TiFs] (DH — monoanion de
dimetilglioxima, An — anilind), in calitate de biostimulatori, asigura cresterea
capacitdtii biosintetice a micromicetei Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 producatoare
de lipaze si reducerea duratei de cultivare [4, 5].

Studiul prezent a avut drept scop elaborarea unui procedeu de sinteza orientata a
lipazelor la micromiceta Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 cu aplicarea in calitate de
stimulator a unui complex heterometalic in baza de piridin-2,6-dicarbonil diclorurd si
saruri de Sr(Il), selectat in cadrul unor experiente de screening anterioare.

Rezultatele cercetarilor (Tabelul 1) demonstreaza ca pe mediul cu biostimulatorul
[SrL;][Co(NCS)4], in concentratiile de 0,0025; 0,005; 0,010 si 0,015 g/L, sporirea
activitatii lipolitice a fost de 13,1-79,5% fatd de martor, maxima de biosintezd a
lipazelor la tulpina producdtoare la cultivare in conditii clasice constituind 34167
U/mL, fata de 28413-61321 U/mL 1in variantele experimentale, concentratia optima
fiind de 0,005 g/L. S-a relevat inclusiv faptul ca activitatea variantelor experimentale
deja in prima zi de cultivare prezintd valori ale activitatii lipolitice superioare nivelului
probei de referinta manifestat in a 2-a zi — perioada de acumulare maximala a lipazelor

exocelulare caracteristica pentru producator.

Tabelul 1. Influenta diferitor concentratii a stimulatorului ([SrL;][Co(NCS)4]) asupra
activitatii lipolitice a tulpinii Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 la cultivarea submersa

Conc. 1-a zi a2-azi
Variante stimulator, | Activitatea,| %, de referinta* Activitatea, %, fata de
g/L U/mL U/mL martor
0,0025 39233 124,5/114,8 40678 119,1
0,005 61321 194,6/179,5 35397 103,6
[SrL3][Co(SCN)4]
0,010 38634 122,6/113,1/ 33723 98,7
0,015 28413 90,2 27334 80,0
martor - 31500 100,0 34167 100,0

*194,6/179,5/105,6 — fatda de martorul zilei/ fatd de valoarea maxima a martorului (ziua a 2-a).

Cea mai favorabild concentratie a compusului coordinativ este cea de 0,005 g/L
care asigura in prima zi de cultivare un spor al activitatii lipolitice cu 94,6% fata de
martorul din aceeasi zi si 79,5% fatd de valoarea maxima relevatd la proba martor
(34167 U/mL) din ziua a 2-a de cultivare. Datele obtinute au servit drept baza in
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elaborarea unui procedeu de sinteza orientata a lipazelor la micromiceta Rh. arrhizus
(Figura 1).

Tulpina producitoare:
Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 — producator de lipaze

Inocul 3-10% suspensie de
spori cu virsta de 30 Zile, cu
concentratia de 10° spori/mL

R ~

Mediu nutritiv de baza cu continut de, g/L:
faina de soia — 35,0; KH,PO,-5,0; (NH,),SO,—1,0; apa potabild pana la 1 L; pH-ul initial —8,0

~

Cultivare micromicetei producatoare pe agitatoare rotative (180 r/min.), la temperatura de 28-30°C,

Compusul biostimulator
[StL;][Co(NCS),]

timp de 2 zile.
[ Separarea lichidului cultural de biomasa.
[ Dozarea activitatilor enzimatice, conform metodelor acceptate in enzimologie.

Fig. 1. Schema de realizare a procedeului de sinteza orientata a lipazelor la
micromiceta Rh. arrhizus CNMN FD 03 cu utilizarea complexului Sr(IT)

Concluzii

A fost stabilit efectul stimulator al complexului heterometalic in baza de piridin-
2,6-dicarbonil diclorurd si saruri de Sr(Il) asupra sintezei lipazelor exocelulare la
micromiceta Rh. arrhizus CNMN FD 03. Rezultatele au fost valorificate in elaborarea
unui procedeu de sinteza orientata a lipazelor ce prezinta un sir de avantaje: majorarea
activitatii lipolitice cu 79,5% si reducerea duratei de cultivare cu 24 ore, fapt ce asigura

obtinerea preparatelor enzimatice cu activitate sporita in termeni restransi.
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Cercetdrile au fost efectuate in cadrul PS 2020-2023 a Republicii Moldova prin
proiectul 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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