STUDIA UNIVERSITATIS
Revista stiintificd a Universitdtii de Stat din Moldova, 2008, nr.2(12)

STUDIU COMPARATIV AL PROPRIETATILOR BIOSTIMULATOARE ALE UNOR
DIMETILGLIOXIMATTI AI Co(III) CU ANIONI POLIFLUORURATI

Eduard COROPCEANU, Alexandra DESEATN|C*, Andrei RIJA, Olga BOLOGA,
Janna TIURIN", Svetlana LABLIUC”, Steliana CLAPCQ", Viorica CONDRUC",
Maria STRATAN*, lon BULHAC

Institutul de Chimie al ASM
“Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al ASM

The oriented synthesis of dimethylglioximates with general formula [Co(DH),(Thio),]X-nH,O, where DH, —
dimethylglyoxime; Thio — thiocarbamide, X - [BF,], [PFs], 1/2[SiF¢]*, 1/2[ZtF¢]* was carried out. The structure and
properties of named complexes were studied by modern methods (IR, UV-Vis, NMR 'H and '°F, X-ray diffraction
study). The biological tests made on fungal strains of genre Aspergillus — producers of amylases showed the biostimulator
effect of the same studied complexes on the enzimogenesis process relative to origin of strains. The enzymatic activity
increased up to 41.6%. The biostimulating properties of dioximats with similar composition of complex cation depend
on the nature of the anion.

Introducere

Interesul fata de complecsii elementelor 3d cu a-dioxime este conditionat de varietatea structurii lor stereo-
chimice si electronice [1], prezentand obiecte de perspectiva pentru elucidarea legitatilor generale intre com-
pozitie, structurd si proprietdti. Structura variatd a dioximatilor Co(Ill) se datoreazad conditiilor de sinteza
diferite, naturii liganzilor axiali si anionilor din sfera externa.

Introducerea moleculelor organice in calitate de liganzi in complecsii metalelor poate modifica esential
activitatea lor, conferindu-le proprietati biologic active [2]. S-a stabilit cd compusii coordinativi care contin
cobalt pot servi in calitate de stimulatori ai biosintezei fermentilor hidrolitici de cétre micromicete [3]. Dioximatii
Co(III) ce contin fluor, fiind introdusi in mediul de cultivare a speciei Spirulina platensis, s-au manifestat ca
stimulatori ai biosintezei vitaminei By, de catre alga [4]. Aceste studii au creat premise pentru initierea sinte-
zelor cu scopul credrii analogilor sintetici ai sistemelor naturale, modelarea functiilor biologice si reproducerea
proceselor care decurg in ele.

Investigatiile realizate in ultimii ani au aratat ca dioximatii cobaltului(IIl) ce contin anionul de fluor se
deosebesc esential de complecsii traditionali ai acestei serii atat dupa caracterul compusilor obtinuti, cat si
dupa particularitatile proprietatilor chimice si structurale. Pentru acesti complecsi este caracteristic faptul ca
anionul de fluor, spre deosebire de alte resturi acide, se localizeaza numai in sfera exterioara a complexului si
creeaza conditii netraditionale de impachetare a compusilor 1n reteaua cristalind [5-11].

Multiplele implicari practice ale enzimelor hidrolitice (pectinazelor, amilazelor, celulazelor, proteazelor,
lipazelor) in diferite sfere economice si sociale determina necesitatea elaborarii unor procedee efective de
sporire a capacitatii biosintetice a microorganismelor-producatoare. Dintre toti factorii mediului exterior care
conduc la modificarea proceselor biologice in celula microorganismului remarcabil este mediul nutritiv. Com-
pozitia mediului nutritiv regleaza considerabil dezvoltarea si activitatea de biosinteza a fungilor. Sub acest
aspect prezinta interes utilizarea compusilor coordinativi in calitate de biostimulatori ai procesului de sinteza
a enzimelor.

Rezultate si discutii

A fost realizatd sinteza orientatd a noilor compusi coordinativi ai cobaltului(IIl) cu dimetilglioxima, in
care atomul de metal coordineaza in plan ecuatorial doi monoanioni de dimetilglioxima, in pozitiile axiale —
molecule de tiocarbamida, iar in sfera externa sunt prezenti polifluoroanionii [BF,], [SiFe]*, [ZtFe]>, [PFe]:
[Co(DH)x(Thio),][BF4]-3H,O (1), [Co(DH)x(Thio),]5[SiFs]-:3H,O (II), [Co(DH),(Thio),],[ZrFs]-HO (III),
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Sinteza compusilor I-11I a fost realizatd conform schemei:

CoX,nH,0 + 2 HC—C—C—CH,

Complexul IV a fost obtinut la interactiunea solutii-
lor compusului [Co(DH),(Thio),]F-3H,0 cu hexafluo-
rofosfatul de potasiu. Compusii sintetizati au configu-
ratie trans-. In spectrele UV-Vis ale solutiilor proaspete
ale complecsilor se observa doud benzi de absorbtie in
regiunile ~235 si ~335 nm, prima corespunzand gru-
parii Co(DH),, care formeaza planul ecuatorial al
cationului, iar a doua — celor doud molecule de tiocar-
bamida, amplasate in pozitia 1,6 [12].

Prezenta anionului [SiFe]” in sfera externa (Fig.1)
este doveditd de semnalul in spectrul RMN "°F la
-129,8 ppm (S[SiF¢]*) [13].

La sinteza din mediu aqua-etanolic a fost obtinut
compusul [Co(DH),(Thio),],[SiFs]-2H,0-C,HsOH, a
carui structura cristalind a fost determinatd cu metoda
difractiei razelor X [14]. Parametrii de baza ai cationilor
[Co(DH),(Thio),]" sunt apropiati de cei determinati in
alti compusi ce contin tiocarbamidd pe coordinata
axila. In cationul A ambele molecule de tiocarbamida
sunt practic perpendiculare pe planul fragmentului
ecuatorial, fiind fixate prin legdturi intramoleculare
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N-H--O (Fig.2).

Fig.2. Structura cationului complex A in II

Fig.1. Spectrul RMN "F al
[Co(DH),(Thio),],[SiFs]-3H,0.

In cationul B o moleculd de tiocarbamida este si-
tuatd perpendicular planului ecuatorial, fiind unité cu
el prin intermediul legaturii N-H:--O (asemanator cu
cationul A), iar a doua molecula este practic paralela
planului metalociclurilor (deosebit de cationul A).
Probabil, aceasta orientare este conditionatd de inter-
actiunea -t intre fragmentul ecuatorial si ligandul axial
n-delocalizat. Legaturile de hidrogen N-H:-F au rol
determinant in formarea structurii carcasei. Anionul
[SiFe]* este unit cu cinci cationi complecsi: trei de
tipul A si doi de tipul B, in sistemul de legaturi de
hidrogen fiind antrenati in calitate de acceptori toti
atomii de fluor. In afara de legiturile de acest tip, in
structurd au fost depistate legaturi N-H:-O 1intre
cationii independenti si N-H---S intre cationii de ace-
lasi tip (B). Moleculele de apa si alcool etilic inde-
plinesc functia de punte in lantul cation-apa-fluor si
cation-etanol-fluor.
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In III cristalul este constituit din
cationi cristalografic independenti,
anioni centrosimetrici [ZrF¢]* si
molecule de apa de cristalizare
(Fig.3) [15]. Una dintre moleculele
de tiocarbamidd este amplasatd
practic paralel fatd de planul ecua-
torial, fapt cauzat de interactiunea -
7, realizatd intre aceastd molecula si
metalociclu.

In scopul eluciddrii mecanismu-
lui de actiune a metalocomplecsilor
asupra proceselor biologice, prezinta
interes stabilirea rolului componen-
telor structurale ale sferei interne si
externe ale compusilor coordinativi
in studiu. Dioximatii analizati contin
acelasi cation complex -
[Co(DH),(Thio),]", dar se deosebesc

dupa natura anionului din sfera de
coordinare externa. in cercetarile Fig.3. Structura moleculara a Complexului I11.

biologice efectuate in cadrul prezen-
tului studiul s-a urmarit influenta anionului din sfera externa asupra activitatii enzimatice a unor tulpini de
micromicete cu importantd biotehnologica [14,15].

Ca obiecte de studiu au servit tulpinile de fungi miceliali Aspergillus niger CNMN FD 06 si CNMN FD
024 — producitori de amilaze ordinare si acid stabile. In calitate de inocul a servit suspensia apoasa de spori
a culturii de 14 zile, crescutad pe suprafete oblice de malt agarizat, la temperatura de 28-30°C in cantitate de
10% cu concentratia de 10° spori/ml. Pentru intensificarea capacititii biosintetice a tulpinii de fungi s-au
utilizat dioximati noi ai cobaltului(IIl) care contin in sfera de coordinare interna molecule organice (dimetil-
glioxima si tiocarbamida), iar in sfera externd — anionii fluorurati: [BE,], [SiFe]”, [ZrFs]*, F si [PFs]. Metalo-
complecsii studiati s-au testat in concentratii de 1, 5, 10, 15 si 20 mg/L.

Cultivarea s-a efectuat in conditii de agitare continua (200 rot-min.™”), in baloane Erlenmayer cu capaci-
tatea de 1,0 L cu 0,2 L mediu nutritiv, la temperatura de 28-30°C, timp de 5 zile, pe mediu nutritiv cu urma-
torul raport cantitativ al ingredientelor (g-'L™"): amidon — 3,0; faina de fasole — 9,0; tirate de grau — 18,0;
KH,PO, - 2,0, KC1 - 0,5, MgSO, — 0,5, apa potabila pana la 1 L, pH-ul initial al mediului — 5,0, in variantele
experiment fiind suplimentat cu compusii testati in concentratiile determinate.

Activitatea amilolitica in lichidele culturale obtinute a fost determinata cu ajutorul metodei colorimetrice
cu iod, utilizand ca substrat solutia de 1% de amidon solubil, in conditii standard de hidroliza la pH-4,7 pentru
amilazele ordinare si la pH-2,5 pentru amilazele acid stabile. Ca unitate de activitate amilolitica (u) s-a con-
siderat cantitatea de enzimd, care In conditii determinate de temperaturd, pH si duratd de actiune scindeaza
un gram de amidon pana la dextrine cu diferitd masa moleculara [16].

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabel. Dupd cum urmeaza din Tabel, introducerea in mediul de
cultivare al micromicetei Aspergillus niger CNMN FD 06 a dioximatilor Co(Il) cu tiocarbamida si cu anionii
[BF.], [SiFe]*, F si [PFe], in functie de concentratia aplicatd, stimuleazi activitatea atat a amilazelor ordi-
nare, cat si a celor acid stabile, cresterea constituind 113,7-141,6% pentru amilazele ordinare si 110,4-131,8%
pentru cele acid stabile fatd de martor. Metalocomplexul, care contine anionul cu zirconiu — [ZrFg]*, dimi-
nueaza activitatea ambelor tipuri de amilaze ale tulpinii Aspergillus niger CNMN FD 064 — cu 44,8-8,6% si
se manifesta ca inhibitor puternic al biosintezei ambelor tipuri de amilaze la tulpina Aspergillus niger 33-19
CNMN FD 024, reducerea activitatii constituind 80,9-50,36% pentru cele ordinare si 46,7- 44,2% pentru cele
acid stabile.
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Tabel

Modificarea activititii amilazelor ordinare (pH 4,7) si acid stabile (pH 2,5) ale micromicetei

Aspergillus niger CNMN FD 06A sub influenta complecsilor cobaltului(III) cu anioni fluorurati

Activitatea amilolitica’, u./ml
Nr. Compusul coordinativ Concentratia,
crt. mg/L % fata de % fata de
pH 4,7 ; pH 2,5 ;
control control

1 153,16 137,2 95,29 106,2

1 | [Co(DH)y(Thio),][BF4]-3H,0 5 158,09 141,6 72,29 81,0
10 145,90 130,7 118,08 131,8
1 131,70 118,3 97,71 108.,9

2 | [Co(DH),(Thio),]»[SiFs]-3H,0 5 133,50 119,6 97.00 108,1
10 143,20 128.3 103,72 115,6

Control - 111,61 100 89,73 100
5 127,82 98,9 106,16 116,2
[Co(DH)y(Thio),], F[PFs]-H,O 10 135,25 105,4 100,86 1104
20 145,86 113,7 97,00 106,2

Control - 128,29 100 91,36 100

1 97,48 98,8 83,05 94,0

3 | [Co(DH),(Thio),],[ZrFs]-H,O 5 70,61 71,6 80,95 91,6
10 53,45 54,2 76,31 86,3

Control - 98,61 100 88,37 100

Aspergillus niger 33-19 CNMN FD 024

5 45,83 27,0 116,24 55,8

3 | [Co(DH),(Thio),],[ZrFs]-H,O 10 32,49 19,1 90,08 433
15 49,64 29,2 93,48 449

Control - 169,82 100 208,15 100

* exactitate =+ 5% [19]

Rezultatele cercetdrilor marcheaza influenta sferei externe a dioximatilor cobaltului(Ill) cu compozitie
identica a cationului complex, dar cu diversi anioni in sfera externd asupra proceselor de sinteza enzimatica
la fungii miceliali Aspergillus niger CNMN FD 064 si Aspergillus niger 33-19 CNMN FD 024 — producatori
de amilaze ordinare si acid stabile. Valoarea activitatii biologice a complecsilor studiati in dependenta de
natura anionului din sfera externd poate fi redatd cu ajutorul seriilor: [ZrFs]*<[PFs]'<[SiFs]*<[BF4] pentru

amilazele ordinare si [ZrFq]*<[SiFs]*<[PFs]'<[BF.] pentru amilazele acid stabile.

Referinte:

. boromanckuit M.M., [IBopkun A.A., CumonoB FO.A. — B c6: Kpucranmimaeckne CTpyKTypsl HEOPraHIMYECKUX COEITH-
Hennii. - Kumunes: lltunnna, 1974, ¢.26-61.

. A3u30B M.A. O KOMIIJIEKCHBIX COEANHEHUAX MHUKPORJIEMEHTOB C OMOAKTHBHBIMU BellleCTBaMU. — TamkeHT, 1963. -
245 c.

. Kpucc E.E., Bonuenckosa N.U., I'puropreBa A.C. u np. KoopauHanmoHHele coenuHeHus B MeauuuHe. - Kues:
Hayxosa nymka, 1986. - 216 c.

. T'ynsa A.IL, Pynuk B.®., I'3p6amay H.B., Hlanaps B.M., Kokyros }0.B., bonora O.A., I'pamunapy JI.U1., lerurnkoBa
JLA.// A.C. Nel616111 (CCCP), 1989.

. Gerbeleu N., Coropchanu E., Deseatnic A., Simonov Yu., Bologa O., Tiurin J., Labliuc S., Kravtsov V. // Analele
Stiintifice ale Universitatii ,,AL.I. Cuza” Iasi. - 1999. - Vol.7. - Nr.2. - P.281-284.

. Coropceanu E., Deseatnic A., Gerbeleu N., Tiurin J., Labliuc S., Bologa O. // Analele Stiintifice ale USM. Seria
»Stiinte chimico-biologice”. - Chiginau: USM, 2000, p.256-258.

215



STUDIA UNIVERSITATIS
Revista stiintificd a Universitdtii de Stat din Moldova, 2008, nr.2(12)

7. Hecstauk A.A., I'ap6amdy H.B., Kopomuany 3.b., Tropuna X.II., Jlabarox C.B., Bomora O.A., Kianko C.H. //
Koopaunanuonnas xumust. - 2002. - T.28. - No2. - C.144-145.

8. Hecsaruuk A., Ceip0y T., Kopomuany 3., Tropun XK., [3p6amy H., Bomora O., Jlabmrok C. // Buletinul ASM. Seria
»otiinte biologice si chimice”. - 2003. - Nr.2. - P.112-117.

9. Garbalau N., Simonov Yu., Deseatnic A., Bologa O., Kravtov V., Coropceanu E., Tiurin J., Labliuc S. Brevet de
inventie MD 1203, 1999.

10. Deseatnic A., Tiurin J., Garbalau N., Coropceanu E., Labliuc S., Bologa O. Brevet de inventie MD 1748, 2002.

11. Garbalau N., Simonov Yu., Bouros P., Deseatnic A., Coropceanu E., Bologa O., Condruc V., Clapco S. Brevet de
inventie MD 2833, 2005.

12. A6noB A.B., boBbikun b.A. // XKypnan Heopranuueckoit xumuu. - 1965. - T.10. - Nel. - C.53-60.

13. Bycnaes 10.A., [lerpocsun C.I1. / Koopannaumonnas xumus. - 1979. - T.5. - Ne2. - C.163-170.

14. boypom I1.H., Koporuany 2.5., Cumonos 0.A., I'manenr M., Bonora O.A., I'3p63a3y H.B. // KoopauHannonHas
Xumus. - 2002. - T.28. - Ne 9. - C.689-697.

15. Manmunosckwmii C.T., Kopomuany 3.5., bomora O.A., Puxa A.IL., I'nanen; M. // XKypnan ctpykr. xumuu. - 2007. -
T.48. - Ne3. - C.532-538.

16. Manopuk I1.A. Pa3HonuranaHpie OHO-KOOPAMHAIIMOHHEIC COSAMHEHISI METALIOB B XUMUH, OUOJIOTHH, MEIHUIITHE. -
Kues: HaykoBa mymka, 1991. - 272 c.

17. Py6an E.JI. MukpoOHsIe Tumuabl u mnassl. - Mocksa: Hayka, 1977. - 216 c.

18. JIabopaTopHBIA TPAKTHKyM IO TEXHOJNOTHH (EpMEHTHBIX mpemapaToB. - Mocksa: Jlerkas u mumeBas
MPOMBIIIIIEHHOCTR, 1982, ¢.75-76.

19. HocniexoB b. IlnanmpoBaHue MOJEBOTO OIBITA M CTAaTUCTHUYECKas oOpaboTka maHHBIX. — MockBa: Komoc, 1985,
c.192-196.

Prezentat la 29.01.2008

216



