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(57) Rezumat:

1

Inventia se referd la chimia coordinativa
si biotehnologie, si anume la un compus
coordinativ al manganului(I) pe baza de 2,4,6-
tris(2-piridil)-s-triazina, care poate  gasi
aplicare in calitate de catalizator si stimulator
in diferite procese chimice si biotehnologice.

Conform inventiei, se revendica
compusul  coordinativ  izobutirato-cloro-

2
metoxo-(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazind)-
mangan(ll) metanol solvat cu formula
[Mn(is)(Cl)(tpt)(CH3zOH)]-CHsOH.
Compusul coordinativ manifestd proprietati
de stimulator al activitatii proteolitice la
tulpina Fusarium gibbosum CNMN FD 12.

Revendicari: 2
Figuri: 1



(54) Coordination compound isobutyrato-chloro-methoxo-(2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-
triazine)-manganese(l1) methanol solvate which exhibits properties of proteolytic
activity stimulator of the Fusarium gibbosum CNMN FD 12 strain

(57) Abstract:
1

The invention relates to coordination
chemistry and biotechnology, namely to a
coordination compound of manganese(ll)
based on 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine, which
can find application as a catalyst and
stimulator in  various  chemical and
biotechnological processes.

According to the invention, claimed is
a coordination compound isobutyrato-chloro-

2
methoxo-(2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine)-
manganese(ll) methanol solvate with the
formula  [Mn(is)(Cl)(tpt)(CHsOH)]-CHsOH.
The coordination compound exhibits properties
of proteolytic activity stimulator of the
Fusarium gibbosum CNMN FD 12 strain.

Claims: 2
Fig.: 1

(54) KoopanHaIMOHHOE coeTMHEHHEe U300y THPATO-XJIOPO-MeToKCo-(2,4,6-Tpuc(2-
nupuanI)-S-Tpuasun)-mapradua(ll) Meranos cojibBaT KOTOpPOE NPOSIBJISIET
CBOCTBA CTHMYJISITOPA MPOTEOJIUTHYECKONH aKTHBHOCTH mTamma Fusarium

gibbosum CNMN FD 12

(57) Pedepar:
1

Nzo0perenue OTHOCHTCS K
KOOD/IMHAIIMOHHONW XUMHU U OHOTEXHOJIOTHUH,
a UIMEHHO K KOOPAWHAIMOHHOMY COEJHHEHHIO
mapranma(ll) wa  ocHOoBe  2,4,6-Tpuc(2-
MUPHIAN )-S-TPHA3UHA, KOTOPOE MOXET HalTH
NPUMEHEHHe B KayecTBE Karanau3atopa M|
CTUMYJIATOPA B Pa3IMYHBIX XUMHYECKUX U
OMOTEXHOJIOTHUECKHX MPOIIECcCaXx.

CoryacHO HM300pETeHUI0, 3asBIsIeTCs
KOOp/IMHAIIMOHHOE COEIMHEHHE H300yTHUpaTo-

2
XJIOPO-MeTOKCO-(2,4,6-Tpuc(2-nmpuann)-s-
tpuasuH)-mapranua(ll) MeraHon compBatr ¢
dhopmyoit
[Mn(is)(Cl)(tpt)(CHsOH)]-CHsOH.
KoopauHallmoHHOE COCAMHEHHE IPOSBIISET
CBOMCTBA CTUMYJIATOpa MPOTEONUTHUESCKOM
akTHBHOCTH Iirtamma Fusarium  gibbosum
CNMN FD 12.

I1. popmymsr: 2
Quwr.: 1
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Descriere:
(Descrierea se publica in redactia solicitantului)

Inventia se refera la chimia coordinativa si biotehnologie, si anume la un compus
coordinativ al manganului(ll) pe baza de 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina, care poseda
proprietati pronuntate de biostimulator, fapt stabilit prin testarea efectului exercitat asupra
activitatii proteazelor exocelulare la tulpina de fungi miceliali Fusarium gibbosum CNMN
FD 12 — producitor cu semnificatie biotehnologica.

Este cunoscut ca ligandul 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (tpt) contine atomi de azot,
iar acesta prezinta diferite activitati farmacologice cum ar fi antivirale, antitumorale,
analgezice, antioxidante, antidepresive si antibacteriene (R. Kumar, N. Kumar, R.K. Roy,
A. Singh. Triazines — A comprehensive review of their synthesis and diverse biological
importance. Current Medical and Drug Research, 2017, 1(1), 1-12, Article ID 173). In plus,
poseda activitati catalitice In unele procese de polimerizare si oxidare si este utilizat ca
reactiv analitic in determinarea spectrofotometricd si farmaceutica. Utilizarea compusilor
coordinativi cu acest ligand in calitate de biostimulatori nu este descrisa in literatura de
specialitate.

Dintre compusii coordinativi ai manganului(Il) cu liganzi pe baza 2,4,6-tris(2-
piridil)-s-triazinei se  cunoaste compusul diacetato-aqua(2,4,6-tri-2-piridil-1,3,5-
triazind)mangan(IT) monohidrat [1] cu formula [Mn(O.CCHz)2(H.O)(tpt)]-H-O.

Utilizarea acestui compus coordinativ in calitate de stimulator al procesului de
enzimogeneza la microorganisme nu este descrisa in literatura de specialitate.

Cea mai apropiatd solutiec de inventia propusa pot fi considerati compusii
coordinativi ai Fe(lll) cu liganzi pe baza izo- si nicotinoilhidrazonelor: azotat de (2,3-
butandiona-bis(izonicotinoilhidrazona)-tris-aqua) Fe(l11) dihidrat  cu formula
[Fe(HzLY)(H20)s](NOs)3-2H20 si azotat de (2,3-butandioni-bis(nicotinoilhidrazond)-tris-
aqua) Fe(Il) dihidrat cu formula [Fe(H2L?)(H20)3](NO3)s-2H,0, care sporesc activitatea
proteolitica la tulpina de fungi miceliali Fusarium gibbosum CNMN FD 12 [2].

Dezavantajul compusilor mentionati consta in faptul ca concentratia maxima
admisibila de aplicare a compusilor pentru tulpina producator nu asigura realizarea maxima
de biosintezd a proteazelor neutre - componentul principal al complexului sintetizat de
tulpina data.

Scopul prezentei inventii este sinteza compusului coordinativ izobutirato-cloro-
metoxo-(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazind)-mangan(ll)  metanol ~ solvat cu  formula
[Mn(is)(Cl)(tpt)(CHsOH)]-CH3OH cu proprietati pronuntate de stimulator al activitatii
proteolitice la tulpina Fusarium gibbosum CNMN FD 12.

Conform inventiei, se revendica compusul mononuclear cu formula
[Mn(is)(Cl)(tpt)(CHsOH)]-CH3sOH, care manifesta proprietati de stimulator al activitatii
proteolitice la tulpina Fusarium gibbosum CNMN FD 12.

Rezultatul inventiei consta in crearea unui compus nou
[Mn(is)(Cl)(tpt)(CHsOH)]-CH3OH cu proprietiti de biostimulator. Compusul revendicat,
structura si proprietatile lui nu sunt descrise in literatura de specialitate.

La interactiunea izobutiratului de Mn(II) cu 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina in prezenta
a 2-[bis(2-hidroxietil)amino]acetonitril clorhidrat in metanol se obtine compusul
mononuclear neutru [Mn(is)(Cl)(tpt)(CHs;OH)]-CH3;OH.

Procedeul de obtinere al acestui compus este simplu in executare, substantele initiale
accesibile, randamentul constituie 55% fata de cel teoretic calculat (pe baza tpt), sinteza
sonochimica este utilizatd ca metodd verde de sinteza (,,green synthesis”). Compusul
revendicat este stabil In contact cu aerul, putin solubil in etanol, bine solubil in apa,
dimetilformamida si dimetilsulfoxida.

Inventia se explicd cu ajutorul figurii, care reprezintd structura moleculard a
complexului.

Exemplu de obtinere a izobutirato-cloro-metoxo-(2,4,6-tris(2-piridil)-s-
triazinia)-mangan(l1) metanol solvat, [Mn(is)(Cl)(tpt)(CHsOH)]-CH3:OH.

S-a adaugat izobutirat de Mn(ll) (0,1 g, 0,43 mmoli), clorhidrat de 2-[bis(2-
hidroxietil)amino]acetonitril (0,11 g, 0,61 mmoli) si 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (0,06 g,
0,19 mmoli) in 8 mL metanol. Solutia obtinuta a fost pusa la ultrasunet (Wise Clean baie cu
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ultrasunete functionand la 40 kHz cu o putere maxima de 140 W) timp de 30 min, filtrata si
lasata intr-un flacon acoperit, timp de 4 zile. Cristalele de culoare cafenie, aciforme au fost
filtrate si spélate cu metanol si uscate in aer.

S-a determinat, %: C-51,84; H-5,02; N-15,39. Pentru
[Mn(is)(Cl)(tpt)(CHsOH)]-CHsOH, C24H27CIMnNgOs., s-a calculat, %: C-52,04; H-4,91; N-
15,17. Spectrul infrarosu pentru compusul revendicat: FT/IR (v, cm?): 3352 br/m, 3068m,
2963 br/m, 2929 m, 2861 w, 2560 w, 1651 sh, 1596 v/s, 1572 s, 1544s, 1531 v/s, 1434 s,
1426 vi/s, 1376 v/s, 1299 v/s, 1259 s, 1161 w, 1092 s, 1047 m, 1006 m, 924 w, 858 w, 850
w, 771 m, 676 w, 667 w.

Structura moleculard si cristalind a [Mn(is)(Cl)(tpt)(CH:OH)]-CHsOH a fost
determinata, aplicand difractia razelor X si este prezentata in figura.

Compusul [Mn(is)(CI)(tpt)(CH3OH)]-CH3OH se cristalizeazd in grupul spatial
triclinic P-1 avand parametrii a = 8,8127(6), b = 10,9546(5), ¢ = 15,1293(6) A, « =
71,115(4), B =81,894(4), = 68,777(5)°, Z =2,V = 1287,75(12) A3 (Tabelul 1).

In complex molecula de 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazind serveste ca un ligand tridentat
NNN care formeaza doua metalocicluri cu distantele Mn—N de 2,295 — 2,412 A. Aditional,
atomul de mangan coordineaza cu anionii de clor si izobutirat si moleculele de metanol,
rezultind o bipiramida pentagonald in jurul atomului de metal. in complex anionii de
izobutirat coordoneaza intr-un mod bidentat cu distantele de Mn—O care iau valorile 2,226
si 2,308 A. Distantele dintre Mn—Cl = 2,486 A, iar Mn—O (CH3;0H) = 2,294 A.

Compusul  coordinativ  izobutirato-cloro-metoxo-(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina)-
mangan(ll) metanol solvat cu formula [Mn(is)(Cl)(tpt)(CHsOH)]-CHsOH poseda
proprietdti pronuntate de stimulator al activitatii proteolitice la tulpina de fungi miceliali
Fusarium gibbosum CNMN FD 12 (Brevet de inventie MD 4186 B1 2012.11.30. Tulpina
de fungi Fusarium gibbosum CNMN FD 12-producitoare de proteaze acide si neutre,
xilanaze si B-glucozidaze).

Adaugarea compusului coordinativ izobutirato-cloro-metoxo-(2,4,6-tris(2-piridil)-s-
triazina)-mangan(ll) metanol solvat cu formula [Mn(is)(Cl)(tpt)(CHsOH)]-CHsOH in
mediul nutritiv de cultivare a tulpinii de fungi miceliali Fusarium gibbosum CNMN FD 12
in concentratii de 0,0005...0,0015% sporeste activitatea proteazelor acide a complexului
enzimatic sintetizat de tulpina cu 67,5% si cu 49,2...92,4% activitatea proteazelor neutre.

Exemplu de realizare a inventiei

Tulpina Fusarium gibbosum CNMN FD 12 s-a cultivat in baloane Erlenmayer cu
capacitatea de 0,75 L, care contineau 0,2 L mediu nutritiv cu urmatoarea compozitie, %:
fiind de porumb - 2,0; faind de soia - 1,0; CaCOs; — 0,2; (NH4).SOs - 0,1;
[Mn(is)(Cl)(tpt)(CHsOH)]-CHsOH — 0,0005-0,0015; restul apa de robinet; pH-ul initial al
mediului 6,25. Mediul nutritiv se insdmanteaza cu suspensie de spori si miceliu in cantitate
de 5% v/v, obtinuta prin spalare cu apa distilata sterila a culturii de 12-14 zile, crescuta pe
suprafete inclinate de malg-agar. Cultivarea s-a realizat in conditii de agitare continud (200
rot.-mint), timp de 144 ore, la temperatura de 28°C.

Activitatea proteazelor acide (pH 3,6) ale miromicetei Fusarium gibbosum CNMN
FD 12, in variantele experimentale ale mediului, determinatd in lichidul cultural (prin
metoda Anson dupd actiunea asupra cazienatului de sodiu) in ziua a 5-a de cultivare (ziua
manifestarii maximei de biosintezd i1n varianta martor) constituie 34,97 U/mL la
concentratia complexului de 0,0005% fata de 20,88 U/mL in varianta martor, sporul
activitatii constituind 67,5% (Tabelul 2).

Activitatea proteazelor neutre (pH 7,4) determinata similar, in variantele
experimentale variaza in limitele 49,25...63,41 U/mL in functie de concentratia aplicata a
compusului coordinativ cu manifestarea maximei (63,41 U/mL) la concentratia de 0,0010%
fata de 33,01 U/mL in varianta martor, sporul activitatii constituind 49,2...92,4% pentru
acest complex.

Avantaje oferite:

- cresterea producerii de proteaze;

- diversificarea preparatelor proteolitice dupd ponderea componentelor complexului
enzimatic (proteaze acide, neutre si alcaline), in functie de cerintele specifice ale
domeniului de aplicare.

Compusul  coordinativ  izobutirato-cloro-metoxo-(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina)-
mangan(ll) metanol solvat cu formula [Mn(is)(Cl)(tpt)(CHsOH)]-CHsOH, datorita
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proprietatilor care le manifestd prezintd interes pentru biotehnologii in calitate de
stimulator, 1n particular pentru stimularea activitatii proteolitice la tulpina de fungi miceliali
Fusarium gibbosum CNMN FD 12.

Tabelul 1
5 Datele cristalografice si parametrii de structura pentru compusul
[Mn(is)(Cl)(tpt)(CH3OH)]-CH3OH (1) revendicat.
|
Formula C24H27CIMNNgO,4
M, 553,90
Dimensiunea cristal, mm?® 0,530 x 0,200 x 0,080
Temperatura, K 293(2)
Singonia triclinic
Grupul spatial P-1
a, (A 8,8127(6)
b, (A) 10,9546(5)
c, (A) 15,1293(6)
a, grad 71,115(4)
B, grad 81,894(4)
7. grad 68,777(5)
V, (A% 1287,75(12)
z 2
Deaic (g/cm’3) 1,429
u, mm™ 0,658
F(000) 574
Numarul reflexelor colectate 7205
Date / restrictii / parametri 4782/0/330
R1, WRz [1>20(1)] 0,0490, 0,1186
R1, WR, (pentru toate datele) 0,0687, 0,1351
Tabelul 2
10 Modificarea activitatii proteolitice a micromicetei Fusarium gibbosum CNMN FD 12 sub
influenta compusului coordinativ izobutirato-cloro-metoxo-(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina)-
mangan(I1) metanol solvat [Mn(is)(Cl)(tpt)(CH3OH)]-CHs;OH (1).
Proteaze acide (pH 3,6) Proteaze neutre (pH 7,4)
Comp. Cont, ziua a 5-a ziua a 6-a ziua a 5-a ziua a 6-a
coord. %
U/mL % U/mL % UmL | % U/mL %
0,0005 | 34,97 167,5 18,02 126,3 22,48 | 1248 49,25 149,2
| 0,0010 | 15,39 73,7 16,42 1151 23,91 | 132,0 63,41 192,4
0,0015 | 15,39 73,7 6,07 42,5 21,05 | 116,8 56,51 1722
Martor | 20,88 | 100,0 | 1427 | 100 18,02 | 100,0 33,01 | 100,0
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(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. K. Ha  Diacetato-«O;0,0-aqua(2,4,6-tri-2-pyridyl-1,3,5-triazine-3N?,N*,N€)
manganese(l1) monohydrate. Acta Crystallographica, 2011, E67, m1238-m1239
2. MD 4509 B1 2017.08.31

(57) Revendicari:

1. Compus coordinativ izobutirato-cloro-metoxo-(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina)-
mangan(l1) metanol solvat cu formula [Mn(is)(CI)(tpt)(CHsOH)]-CH3;OH.

2. Compus coordinativ, conform revendicarii 1, care manifestd proprietiti de
stimulator al activitatii proteolitice la tulpina Fusarium gibbosum CNMN FD 12.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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