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(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la chimia coordinativa
si biotehnologie, in particular la un compus
coordinativ al manganului(Il) cu ligandul -
2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazind, care poseda
proprietati pronuntate de stimulator al sintezei
proteazelor exocelulare la tulpina de fungi
miceliali Fusarium gibbosum CNMN FD 12 si
poate gasi aplicare in calitate de stimulator in
diferite procese biotehnologice.

2

Conform inventiei, se revendicd
aplicarea compusului coordinativ diaqua-
nitrato-(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina)-
mangan(II) nitrat cu formula
[Mn(NOs)(tpt)(H20)2](NOs) 1n calitate de
stimulator al activitatii proteolitice la tulpina
Fusarium gibbosum CNMN FD 12.

Revendicari: 1

Figuri: 1




(54) Use of the coordination compound diaqua-nitrato-(2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-
triazine)-manganese(l1) nitrate as a stimulator of proteolytic activity of Fusarium

gibbosum CNMN FD 12 strain

(57) Abstract:
1

The invention relates to coordination
chemistry and biotechnology, in particular to a
coordination compound of manganese(II) with
a 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine ligand, which
has pronounced properties of a stimulator of
the synthesis of exocellular protease of
Fusarium gibbosum CNMN FD 12 mycelial
fungi strain and can be used as a stimulator in
various biotechnological processes.

2

According to the invention, the use of
the coordination compound diaqua-nitrato-
(2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine)-manganese(I1)
nitrate with the formula
[Mn(NO;)(tpt)(H20)2](NO3) is claimed as a
stimulator of proteolytic activity of Fusarium
gibbosum CNMN FD 12 strain.

Claims: 1

Fig.: 1

(54) [IpuMeHeHNe KOOPAHMHAMOHHOTO COeIMHEHNsI THAKBA-HUTPaTo-(2,4,6-
Tpuc(2-nupuan)-s-tpuasun)-mapranna(ll) HuTpaT B kauecTBe cTUMYJIATOpPA
NPOTEOTUTHYECKOI akTUBHOCTH mTamma Fusarium gibbosum CNMN FD 12

(57) Pedepar:
1

W300pereHue OTHOCHUTCS K
KOOp}lI/IHaL[I/IOHH()ﬁ XUMHH H 6I/IOTCXHOJ'IOFI/II/I,
B YHYaCTHOCTHU K KOOpI[I/IHaL[I/IOHHOMy
coequnenuto Mapranma(ll) c 2,4,6-tpuc(2-
UPHIHI )-S-TPUA3UHOBBIM JIMTAHIOM, KOTOPOE
obnanaer BBIPOKEHHBIMU CBOMCTBaAMHU
CTUMYJISITOpPa CHHTE32 BHEKJIETOUHBIX MPOTEa3
[ITAMMa MHUIEIHAIBHBIX TpUOOB Fusarium
gibbosum CNMN FD 12 u moxer Hailtu
NpUMEHEHHWE B Ka4yecTBE CTHUMYISTOpa B
Pa3UYHBIX OMOTEXHOJIOTHYECKHUX MPOLIECCaX.

2

CornacHo M300pETEHUIO, 3asBISETCS
NMPUMEHCHUE KOOPAUHAIIMOHHOI'O COCIMHCHUS
JaKBa-HUTPaTO-(2,4,6-Tpuc(2-Mupuammn)-s-
tpuasun)-mapranua(ll) wurpat c dopmynoii
[Mn(NOs)(tpt)(H20)2](NOs) B kadecTBe
CTUMYJISITOpa MIPOTEOIUTUYECKOM
aKTUBHOCTH IuTamMma Fusarium gibbosum
CNMN FD 12.

I1. popmynsr: 1

Qur.: 1
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactata de solicitant)

Inventia se refera la chimia coordinativd si biotehnologie, si anume, la compusul
coordinativ al manganului(Il) in baza ligandului - (2,4,6-tris-(2-piridil)-s-triazind), care poseda
proprietati pronuntate de stimulator al sintezei proteazelor exocelulare la tulpina de fungi miceliali
Fusarium gibbosum CNMN FD 12 — producitor cu semnificatie biotehnologica.

Pentru cultivarea submersd a tulpinii Fusarium gibbosum CNMN FD 12 este cunoscut
mediul nutritiv cu compozitia, %: faind de porumb — 2,0; faina de soia — 1,0; CaCOsz - 0,2;
(NH4)2S04 -0,1; restul apa potabild pana la 1L (Brevet de inventie MD 4186 C1 din 2013.06.30.
Tulpina de fungi Fusarium gibbosum CNMN FD 12-producatoare de proteaze acide si neutre,
xilanaze si B-glucozidaze. Deseatnic-Ciloci A., Tiurina J., Lupascu G., Clapco S., Labliuc S.,
Stratan M., Dvornina E., Sasco E.).

in ultimele decenii in scopul sporirii biosintezei enzimelor la micromicete intensiv se
studiaza compusii coordinativi ai elementelor 3d din care unii s-au manifestat promitator in
solutionarea problemei de biosinteza a proteazelor.

Pentru cultivarea tulpinii Fusarium gibbosum CNMN FD 12 este cunoscut mediul
nutritiv, care implicd un compus coordinativ, cu compozitia, %: faina de porumb — 2,0; fainad de
soia — 1,0; CaCOs - 0,2; (NH4)2SOs -0,1; restul apa potabila pana la 1L si in calitate de
biostimulator compusul coordinativ [Co(DH)2(Thio)2]F[PFs]'nH20 in concentratie de 0,0010...
0,0015, pH-ul initial al mediului 6,25 [1].

Dezavantajul acestui mediu nutritiv constd in faptul cd compusul coordinativ aplicat
sporeste numai proteazele neutre din complexul proteolitic sintetizat de tulpind ce poate fi
determinat de compozitia compusului integru, dar si a ligandului 1n parte.

Este cunoscut ca ligandul (2,4,6-tris-(2-piridil)-s-triazind) (tpt) contine atomi de azot, iar
acestia manifestd diferite activitati farmacologice de tipul antivirale, antitumorale, analgezice,
antioxidante, antidepresive si antibacteriene ( R.Kumar, N. Lumar, R.K. Roy, A. Singh. Triazines-
A coprehensive review of their synthses and diverse biological importance. Current Medical and
Drug Research, 2017, 1(1), 1 — 12, Article ID173). In plus, poseda activitati catalitice in unele
procese de polimerizare si oxidare si este utilizat ca reactiv analitic in determinarea
spectrofotometrica si farmaceutica. Utilizarea compusilor coordinativi cu acest ligand in calitate de
biostimulatori nu este descrisa in literatura de specialitate.

Cea mai apropiatd solutie de inventia propusa pot fi considerati compusii coordinativi ai
Fe(lll) cu liganzii pe baza izo- si nicotinoilhidrazonelor: azotat de (2,3-butandiona-
bis((izonicotinoilhidrazoni)-tris-aqua) Fe(Il) dihidrat cu formula [Fe(H2L%)(H.0)s](NO3)s-2H.0
si azotat de (2,3-butandiona-bis(nicotinoilhidrazona)-tris-aqua) Fe(lll) dihidrat cu formula
[Fe(H2L?)(H20)3](NOs)s-2H,0, care sporesc activitatea proteolitici 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 biosinteza a
proteazelor acide si neutre.

Problema tehnicd pe care o solutioneazd prezenta inventie constd in diversificarea
preparatelor proteolitice prin aplicarea compusului coordinativ diaqua-nitrato-(2,4,6-tris(2-piridil)-
s-triazind)-mangan(Il) nitrat cu formula [Mn(NO3)(tpt)(H20)2](NOs) in calitate de stimulator al
activitatii proteolitice la tulpina Fusarium gibbosum CNMN FD 12- producétor cu semnificatie
biotehnologica.

Conform inventiei, se revendicd aplicarea compusului mononuclear cu formula
[Mn(NO3)(tpt)(H20)2](NOs) in calitate de biostimulator al activitatii proteolitice la tulpina
Fusarium gibbosum CNMN FD 12.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in aplicarea compusului [Mn(NOgz)(tpt)(H20)2](NOs) in
calitate de stimulator al activitdtii proteolitice la tulpina Fusarium gibbosum CNMN FD 12,
cresterea producerii de proteaze si diversificarea preparatelor proteolitice dupd ponderea
componentelor complexului enzimatic (proteaze acide, neutre si alcaline), in functie de cerintele
specifice ale domeniului de aplicare.

Compusul mononuclear cationic [Mn(NO3)(tpt)(H20).](NOs) se obtine la interactiunea
pivalatului de Mn(ll, 111) cu 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina in prezenta nitratului de disprosiu(IIl) in
etanol. Procedeul de obtinere al acestui compus este simplu in executare, substantele initiale
accesibile, randamentul constituind 80% fata de cel teoretic calculat. Compusul este stabil in
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contact cu aerul, putin solubil in etanol, bine solubil in apa, dimetilformamida si dimetilsulfoxida.
Obtinerea compusului diaqua-nitrato-(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina)-mangan(I1) nitrat,
[Mn(NOs)(tpt)(H20)2](NOs) este descrisda in sursa (Darii M., Kravtsov V., Baca S. Mn(II)
coordination complexes based on 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine. Conferinta ‘“New trends and
strategies in the chemistry of advanced materials with relevance in biological systems, technique
and environmental protection”, Timisoara, Romania, 2017, p.43).

Procedeul de obtinere a diaqua-nitrato-(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina)-mangan(ll) nitrat,
[Mn(NQ3)(tpt)(H20)2](NOs) consta din urmatoarele etape:

S-a addugat pivalat de Mn(ILIII), [MngO2((CHs)3CCO2)10((CH3)sCCO2H)4], (0,02 g, 0,01
mmoli), nitrat de disprosiu(Ill) (0,04 g, 0,09 mmoli) si 2,4,6-tris-(2-piridil)-s-triazina (0,007 g,
0,022 mmoli) in 8 ml etanol. in continuare, amestecul reactant se refluxeaza timp de 30 minute,
utilizand un refrigerent ascendent. Solutia obtinuta a fost filtrata si lasatd intr-un flacon acoperit.
La racire si evaporarea lentd in solutie se depun cristale de culoare cafenie, aciforme, care se
filtreaza, se spald cu etanol si se usuca in aer.

S-a determinat, %: C-40,68; H-3,22; N-21,59. Pentru [Mn(NOs)(tpt)(H20).](NOs),
C18H16MNnN3gOg, s-a calculat, %: C-40,99; H-3,06; N-21,25. Spectrul infrarosu pentru compusul
revendicat: FT/IR (v, cm™): 3731 br/m, 3405 br/m, 3073 m, 2962 br/m, 2909 m, 2821 w, 1662 sh,
1572 vis, 1545 s, 1532 v/s, 1474 s, 1428 v/s, 1388 v/s, 1377 v/s, 1294 s, 1260 m, 1159 w, 1103 s,
1035 m, 1021 m, 1005 m, 927 w, 859 w, 850 w, 778 m, 679 w, 667 w.

Structura moleculara si cristalind a [Mn(NOs)(tpt)(H20).](NOs) a fost determinata, aplicand
difractia razelor X si este prezentata in figura si tabelul 1.
Tabelul 1

Datele cristalografice si parametrii de structurd a compusului coordinativ
[Mn(NOs)(tpt)(H20)2]1(NOs) (1)

I
Formula C13H15MnNsOs
M 527,33
Dimensiunea cristal, mm?® 0.400 x 0.200 x 0.120
Temperatura, K 293(2)
Singonia monoclinic
Grupul spatial C2lc
a, (A) 20,4359(8)
b, (A) 13,3612(4)
c, (A) 16,7266(6)
o, grad 90
S, grad 107,782(4)
7, grad 90
V, (A% 4348,9(3)
YA 8
Dearc (9/cm=) 1,611
4, mm 0,672
F(000) 2152
Numarul reflexelor colectate 7918
Date / restrictii / parametri 4029/0/332
R1, WR; [1>206(1)] 0,0455, 0,0999
Ri1, WR, (pentru toate datele) 0,0719,0,1118

Compusul [Mn(NO3z)(tpt)(H20)2](NOs) se cristalizeaza in grupul spatial monoclinic C2/c,
avand parametrii a = 20,436(1), b = 13,361(1), ¢ = 16,727(1) A, B = 107,782(4)°, Z=8, V =
4348,9(3) AS.

In complex molecula de 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazind serveste ca un ligand tridentat NNN
care formeazi doud metalocicluri cu distantele Mn—N de 2,231 — 2,379 A. Aditional, atomul de
mangan coordineaza cu anionul NOs~ si doud molecule de apd, rezultdnd o bipiramida pentagonala
in jurul atomului de metal. in complex anionii NO3~ au o coordonare bidentata cu distantele Mn—O
de 2,269 si 2,412 A. Distantele Mn—O se disting cu moleculele de api in pozitie apicald egale cu
2,1395i 2,193 A.
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Compusul coordinativ diaqua-nitrato-(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina)-mangan(ll) nitrat cu
formula [Mn(NQOs)(tpt)(H20)2](NOs) poseda proprietati pronuntate de stimulator al procesului de
enzimogeneza la microorganisme fapt stabilit prin testarea efectului exercitat asupra sintezei
proteazelor exocelulare la tulpina de fungi miceliali Fusarium gibbosum CNMN FD 12.

Exemplu de realizare a inventiei
Tulpina Fusarium gibbosum CNMN FD 12 se cultiva in baloane Erlenmeyer cu capacitatea de
0,75 L, care contin 0,2 L mediu nutritiv cu urmatoarea compozitie, %: faina de porumb - 2,0; faina
de soia - 1,0; CaCOs — 0,2; (NH4)2S04 — 0,1; [Mn(NO3)(tpt)(H20)2](NOs)— 0,0005-0,0015; restul
apa potabila pana la 1L; pH-ul initial al mediului 6,25. Mediul nutritiv se insaméanteaza cu
suspensie de spori si miceliu in cantitate de 5% v/v, obtinuta prin spalare cu apa distilata sterild a
culturii de 12-14 zile, crescuta pe suprafete inclinate de malt-agar. Solutia apoasd a compusului
biostimulator [Mn(NQOs)(tpt)(H20)2]J(NO3) cu o concentratiec bine determinatd, reiesind din
intervalul revendicat 0,0005...0,0015 %, nemijlocit inainte de utilizare, se agitd discret timp de
2...5 min pe baie de apa cu ultrasunet de tip DA-968 DADI, dupa care se adauga la mediul nutritiv
concomitent cu materialul semincer. Cultivarea se realizeaza in conditii de agitare continua (200
rot/min), timp de 144 ore, la temperatura de 28°C.

Activitatea proteazelor acide (pH 3,6) determinata in lichidul cultural prin metoda Anson
(Cpauea .M. u np. JlaGopaTopHbIii MPAKTHKYM MO TEXHOIOTHH (PEPMEHTHBIX MpernapaToB. M.,
JIérkas u tmmr. npom., 1982, c. 41-43), dupa actiunea asupra cazeinatului de sodiu in ziua a 5-a de
cultivare (ziua manifestirii maximei de biosintezd in varianta martor) a constituit 63,69...41,48
U/mL in functie de concentratia aplicatd a compusului coordinativ [Mn(NOs;)(tpt)(H20)2](NOs) cu
manifestarea maximei (63,69 U/mL) la concentratia de 0,0005 % fata de 51,16 U/mL in varianta
poxim, la concentratia 0,0010%, cu un spor de 24,5%.

Maxima activitatii proteazelor neutre (pH 7,4) determinatd similar in variantele
experimentale cu aplicarea biostimulatorului [Mn(NO3)(tpt)(H20)2](NO3) s-a marcat in ziua a 5-a,
constituind 25,52...67,47 U/ml fata de 60,22 U/mL in varianta proxim, marcand sporul de 12 % la
concentratia biostimulatorului 0,0010% (tabelul 2).

Tabelul 2
Modificarea activitatii proteolitice a micromicetei Fusarium gibbosum CNMN FD 12 sub
influenta compusului coordinativ diaqua-nitrato-(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina)-
mangan(l1) nitrat [Mn(NOs)(tpt)(H20)2](NOs) (1)

Proteaze acide (pH 3,6) Proteaze neutre (pH 7,4)
Comp. Cont., - : -
51zi 57zi 6 zi
coord. %
U/mL % U/mL % U/mL %
0,0005 63,69 1245 25,52 43,38 25,52 77,3
| 0,0010 43,85 89,1 67,47 112.0 33,01 100,0
0,0015 41,48 81,1 56,51 93,8,2 36,04 109,2
Proxim 0,0010 51,16 60,22 25,88

Proxim — cea mai apropiata solutie [2], compusul 1l

Datorita proprietatilor biologice pe care le manifesta compusul coordinativ diaqua-nitrato-
(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina)-mangan(l1) nitrat cu formula [Mn(NOs)(tpt)(H20).](NOs), prezinta
interes pentru industria producatoare de produse biotehnologice in calitate de biostimulator al
proceselor de enzimogeneza la cultivarea tulpinii de fungi miceliali Fusarium gibbosum CNMN
FD 12.
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Aplicarea compusului  coordinativ  diaqua-nitrato-(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina)-
mangan(ll) nitrat cu formula [Mn(NOg3)(tpt)(H20)2](NOs) in calitate de stimulator al activitatii
proteolitice la tulpina Fusarium gibbosum CNMN FD 12.
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