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Inventia se refera la chimia coordinativd, in special la obtinerea noului compus coordinativ —
tetra(izotiocianat)cobaltat(l1) de tris(dimetil piridin-2,6-dicarboxilat)strontiu cu formula [SrLs][Co(NCS)4], (L -
esterul dimetilic al acidului 2,6-piridindicarboxilic), precum si la domeniul microbiologiei, Tn care poate fi utilizat in
biotehnologia cultivarii tulpinii de micromicete Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 in calitate de stimulator al
activitatii enzimatice lipolitice.

Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 reprezintd o tulpind de fungi miceliali (micromicetd), care este producétoare de

lipaze exocelulare cu semnificatie biotehnologica si poate fi utilizatd in industria microbiologicd pentru obtinerea

enzimelor pectolitice sau lipolitice exocelulare cu spectru larg de aplicare. Pentru cultivarea tulpinilor de
micromicete producatoare de lipaze se utilizeazd medii nutritive, care includ saruri minerale (diferite modificari ale
mediului Czapek) si inductori ai sintezei lipazelor — ingrediente naturale cu continut de componente lipidice — faina
de soia, faina de porumb, extract de porumb, extract de drojdii, tarate de grau etc. Este cunoscut mediul de cultivare

n conditii clasice a tulpinii de fungi Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 cu urmétoarea compozitie (g): faina de soia —

35,0; (NH4)2S04 — 1; KH2PO4 — 5,0; apa potabila — pana la 1 L; pH-ul initial — 8 [1]. Dezavantajul mediului de

cultivare Tn conditii clasice consta in nivelul redus al biosintezei lipazelor exocelulare.

Componentele lipidice prezente in cantitati mici in ingredientele din compozitia mediului stimuleaza efectiv

biosinteza lipazelor (Fogarty W.M. MukpoOHsie ¢pepmeHTH 1 OnotexHomorus. Mocksa: Arpomnpommsaat, 1986, c.

189-190). La multe microorganisme o parte considerabila de lipaze exocelulare sunt legate de peretele celular, ceea

ce poate afecta secretia lipazelor in mediul de culturd si inhibarea biosintezei acestora. Includerea in mediul nutritiv

a substantelor cu abilitati de stimulare a eliberarii lipazelor legate de peretele celular, spre exemplu, surplusul de ioni

ai unor metale, accelereaza secretia lipazelor legate in mediul de culturd ce favorizeaza procesul de biosinteza a

lipazelor exocelulare.

Un efect de stimulare al biosintezei lipazelor exocelulare poate asigura si includerea in mediul nutritiv a anumitor

compusi coordinativi ai unor metale. Aplicarea unor compusi coordinativi cu liganzi polidentati, care contin atomi

donori de oxigen si azot, in domeniul biotehnologiilor de cultivare a fungilor Rhizopus arrhizus, pot uneori sa
contribuie la sporirea sintezei enzimelor in biotehnologiile de procesare a substraturilor vegetale. Este cunoscuta
utilizarea Tn mediul nutritiv a compusilor coordinativi ai cobaltului(lll) — [Co(DH)2(Thio).]sF[SiFe]-1,5H20 si

[Co(DH)2(Thio),]2[SiFe]-3H20 in calitate de biostimulatori, care asigurd o crestere a capacitatii biosintetice a

micromicetelor producatoare de enzime pectolitice [2]. Dezavantajul acestor compusi consta in continutul fluorului

n anioni F[SiFs] care ingreuneaza procesul de sinteza, deoarece acestia reactioneaza cu sticla, ceea ce se inlaturd

prin sinteza compusului revendicat.

Este necesar de mentionat ¢d unii compusi ai metalelor nu poseda proprietiti de biostimulatori ai sintezei enzimelor,

ci din contra, se manifesta ca inhibitori ai biosintezei acestor lipaze (Bulhac I. et al. Structure and some biological

properties of Fe(l11) complexes with nitrogen-containing ligands. Chemistry Journal of Moldova. General, Industrial

and Ecological Chemistry, 2016, vol. 11(1), pp. 39-49).

Este cunoscuta utilizarea in calitate de biostimulator al producerii de enzime lipolitice de tulpina de fungi Rhizopus

arrhizus CNMN FD 03 a unui complex de cobalt: bis(trietanolamin)-cobalt(I1) diizobutirat [3]. Dezavantajul acestui

complex consta in faptul ci sinteza necesita utilizarea unui compus auxiliar mai putin accesibil ca 3,6-di-2-piridil-
1,3,4,5,-tetrazina.

Sunt cunoscuti compusi ai cobaltului(lll) Tn baza dimetilglioximei si 1,2-ciclohexandiondioximei cu formulele

[Co(NioxH)2(An)2]2[ZrFs]-3H20, [Co(DH)2(An),]o[ZrFe]-2H20 si [Co(DH)2(An)2]2[TiFe] In care An — anilina, care

manifesta o activitate destul de inaltd de biostimulare de producere a lipazelor de tulpina Rhizopus arrhizus [4].

Relativ cel mai activ se manifestda compusul heterobimetalic [Co(DH)2(An).]o[ZrFs]-2H20, care poate fi considerat

si analog proxim.

Dezavantajele acestor compusi, inclusiv si a analogului proxim, constau n:

-deosebirea esentiald a componentelor compusilor dioximici si compusului revendicat, in primul caz liganzii
oximici si anilina sunt bi- si respectiv monodentati, pe cand in compusul revendicat ligandul este tridentat;

-compusii dioximici contin Tn componenta lor fluoruri, care impun conditii speciale pentru sinteza sau pastrare (a nu
se folosi vase din sticld), pe cAnd compusul revendicat, se obtine si se pastreaza in vase de sticla, fard a necesita
conditii speciale;

-sinteza compusilor de Co(lll), inclusiv a dioximatilor, porneste de la saruri initiale de Co(ll), care trebuiesc apoi
oxidate cu oxidanti;

- pentru obtinerea acestor compusi dioximati se utilizeaza anilina ca ligand axial, care este o amina toxica pentru om,
pe céand sinteza compusului revendicat nu necesita acest reagent toxic;

-sinteza dioximatilor de Co(lll) cu anioni de hexafluorozirconat si hexafluorotitanat conform [4], pe langa oxidare,
s-a realizat reiesind din sarurile CoZrFe-6H,0 si CoTiFs-6H20. Aceste saruri initiale practic in prezent nu sunt
produse de firmele specializate, fapt ce complicd incd mai mult sinteza dioximatilor de Co(lll);

-desi activitatea de stimulare a producerii lipazelor de tulpina Rhizopus arrhizus este destul de inaltd, maximul de
producere a lipazelor se atinge in ziua a doua de cultivare.

Astfel, sinteza compusului revendicat inlatura toate dezavantajele mentionate pentru compusii dioximici descrisi Tn

[4] si face utilizarea compusului revendicat fata de dioximatii de Co(III) mai comoda si mai convenabild din punct

de vedere economic.
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Problema tehnica solutionata de inventie consta in sinteza unui compus nou heterobimetalic de Sr-Co(Il) in forma
cristalind, stabil si noncoroziv fata de sticla, care fiind introdus in componenta mediului nutritiv, manifesta
proprietati de stimulare a activitatii lipolitice la tulpina de micromicete Rhizopus arrhizus CNMN FD 03, iar
maximul de producere a lipazelor exocelulare se atinge Tn prima zi de cultivare a micromicetei mentionate.

Esenta inventiei consta in obtinerea unui compus nou heterobimetalic - tetra(izotiocianat)cobaltat(ll) de tris(dimetil
piridin-2,6-dicarboxilat)strontiu, activ in calitate de stimulator al activitatii lipolitice la cultivarea micromicetei
Rhizopus arrhizus CNMN FD 03.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in obtinerea unui complex nou cristalin, stabil si noncoroziv —
tetra(izotiocianat)cobaltat(I1) de tris(dimetil piridin-2,6-dicarboxilat)strontiu, [SrLs][Co(NCS)4], stimulator al
activitagii lipolitice la cultivarea micromicetei Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 si care asigurd atingerea maximului
de producere a lipazelor exocelulare chiar in prima zi de cultivare.

Avantajele invenfiei constau in faptul ca:

- [SrL3][Co(NCS).] se obtine pe o cale simpla, sub forma cristalind, usor filtrabila, stabild si noncoroziva fata de

sticla, fara necesitatea de a utiliza in sintezd oxidarea cu oxigen sau reagenti greu accesibili, ca hexafluorozirconat

sau hexafluorotitanat de cobalt(ll), sau 3,6-di-2-piridil-1,3,4,5,-tetrazina.

De asemenea, avantajele inventiei constau si in sporirea activitatii lipazelor exocelulare cu 12...47%, atingerea

maximului de biostimulare a producerii lipazelor exocelulare din prima zi de cultivare (fermentare), adica reducerea

perioadei de cultivare cu 24 ore in raport cu mediul martor, fard biostimulator.

Tn continuare inventia se explica prin figurd care reprezintd structura moleculari a tetra(izotiocianat)cobaltat(II) de

tris(dimetil piridin-2,6-dicarboxilat)strongiu.

Compusul coordinativ revendicat [SrLz][Co(NCS)4], atat si procedeul de sintezd a lui, datele structurale cat si

proprietatile sale biologice nu sunt descrise Tn stadiul tehnicii.

Tn literatura stiintifica sunt descrisi complecsi ce au ligand si structurd asemanitoare cu cea a inventiei insa contin n

calitate de metal Cd(ll) si in cationul complex [CdL3]?* si Tn anionul complex [Cdl4]?/ [CdBrs%> (Hakimi M.,

Mardani Z., Moeini K., Mohr F. Coordination behavior of dimethyl pyridine-2,6-dicarboxylate towards mercury(ll),

cadmium(I1) and chromium(l1l) in the solid- and gaseous state supported by CSD studies. Polyhedron, 2015, vol.

102. pp. 569-577).

Dezavantajul acestor complecsi ai cadmiului consta in faptul ca: 1) acestea contin metalul cadmiu, cunoscut prin

toxicitatea pronuntatd a acestuia; 2) cadmiul este prezent in componenta complecsilor Tn concentratie ridicata (si Tn

cationul complex si Tn anionul complex); 3) sinteza complecsilor cadmiului mentionati se efectuiazd in doud etape

(prima etapa - obtinerea ligandului si a doua etapa — sinteza complecsilor cadmiului); 4) in literatura de specialitate

examinata nu sunt cunoscute date referitor la vre-o activitate biologica a compusilor cadmiului.

Tn urma analizelor si elucidarii structurii cu raze X compusul revendicat prezintad urmatoarele deosebiri structurale

principale fatd de analogul proxim:

- compusul revendicat include un ligand tridentat coordinat la ionul de Sr, ca urmare ionul de metal este
nanocoordinat, totodata poliedrul coordinativ reprezenta o prisma trigonala tricapata distorsionata;

- n dioximat ionul de cobalt este trivalent si hexacoordinat, totodata poliedrul coordinativ reprezintd un octaedru;

- in compusul revendicat ionul de cobalt este bivalent, tetracoordinat de liganzii monodentati de izotiocianat cu
formarea unui poliedru coordinativ tetraedric.

Efectul biologic al complexului heterobimetalic tetra(izotiocianat)cobaltat(ll) de tris(dimetil piridin-2,6-

dicarboxilat)strontiu revendicat a fost evaluat dupa gradul de crestere fatd de martor (mediul de cultivare fara

complexul heterobimetalic) a activitatii lipolitice a tulpinii de fungi Rhizopus arrhizus. Rezultatele studiului

efectului biologic au demonstrat ci includerea compusului coordinativ [SrL3][Co(NCS).] Th mediul de cultivare a

micromicetei Rhizopus arrhizus exercitad influenta pozitiva asupra procesului de biosinteza a lipazelor in functie de

concentratia aplicata (vezi mai jos tabelul 2). Astfel, in prima zi de cultivare activitatea maxima enzimatica a

constituit 27562 U/mL (la concentratia de 0,5 mg/L), depasind cu 53,7% activitatea probei martor din prima zi si cu

47% — activitatea probei martor din ziua a 2-a — ziua in care micromiceta manifesta maximul biosintezei enzimelor

lipolitice la cultivare Tn conditii clasice. Intensificarea biosintezei lipazelor cu 24 ore in raport cu martorul prezinta

un avantaj practic al inventiei, Tn special, ce priveste reducerea cheltuielelor energetice de cultivare a micromicetei.

Exemple de realizare a invenyiei:

Exemplul 1. Sinteza tetra(izotiocianat)cobaltat(l1) de tris(dimetil piridin-2,6-dicarboxilat)stroniu.

Clorura de strontiu cu masa de 0,16 g (0,001 moli), tiocianatul de cobalt trihidrat cu masa de 0,23 g (0,001 moli) si
tiocianatul de amoniu cu masa de 0,16 g (0,002 moli) au fost dizolvate in 10 mL metanol (solutia 1). 2,6-
Piridindicarbonildiclorura cu masa de 0,61 g (0,003 moli) s-a dizolvat in 12 mL metanol (solutia 2). La agitare
permanenta solutia 1 se adaugd la solutia 2, dupa care, solutia obtinuta de culoare albastra-violeta a fost refluxata
timp de 3 ore. Dupa refluxare, solutia obtinuta a fost filtrata si lasatd la temperatura camerei pentru cristalizare. In 24
ore in solutie s-au format cristale de culoare albastra n forma de prisme potrivite pentru studiul cu metoda difractiei
razelor X. S-au obtinut 0,11 g de complex usor separabil prin filtrare, stabil si noncoroziv fatd de sticla.
Randamentul constituie 44%.

Gasit, %: C 38,68; H 2,89; Sr 9,13; Co 6,19; N 10,23.

Pentru C31H27SrCoN701,S4
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calculat, %: C 38,60; H 2,82; Sr 9,08; Co 6,11; N 10,17.

Spectrul IR (v, cm™): 3388sl, 3150sl.1atd, 3089sl, 3016sl.1atd, 2957m, 2300sl, 2095m, 2056f.p, 1709f.p, 1587m,
1460m, 1435m, 1425m, 1321f.p, 1267f.p, 1226m, 1204m, 1178m, 1154m, 1149m, 1084m, 1010m, 992p, 951m,
871m, 847m, 839sl, 826m, 796sl, 756p, 730p, 693p, 657m, 537sl, 486sl, 478m, 428m (intensitatea relativa a
benzilor de absorbtie: f.p — foarte puternica; p — puternicd; m — medie; sl — slaba).

Exemplul 2. Structura compusului [SrL3][Co(NCS)s/ stabilita prin metoda difractiei cu raze X.

Compusul [SrL3][Co(NCS)4] cristalizeaza in singonia monoclinica, grupul spatial asimetric Cc (tabelul 1), avand in
partea asimetricd a celulei elementare un cation complex [SrLs3]?*, sarcina ciruia este compensati de anionul
complex [Co(NCS).]? (fig. 1).

Tabelul 1

Datele cristalografice si caracteristicele experimentale pentru structura compusului revendicat

Parametrii Valoarea
Formula empirica C31H27SrCoN7012S4
M 964,40
Sistemul cristalografic Monoclinic
Grupul spatial Cc

a, A 16,0759(6)

b, A 15,4392(12)
c, A 17,1841(8)

° 0 90,00

B,° 99,516(4)

7, ° 90,00

v, A3 4206,39

Z 4
p(calculate), g/cm? 1,523
Dimensiunile cristalului, mm? 0,4x0,2x0,2
Numiarul reflexelor colectate 7466

Factorul de divergenta finala R1 0,0517

Cationul format este de tip tris, deci la ionul de metal Sr(Il) coordineaza similar tridentat prin setul de atomi donori
ONO trei molecule de L. Ca urmare, numarul de coordinare al Sr(Il) este 9, poliedrul de coordinare avand o
geometrie prismaticd trigonala tricapatd. Distantele interatomice Sr—N si Sr—O din poliedrul de coordinare sunt
cuprinse n intervalele 2,710(10)...2,726(9)A si respectiv 2,61(2)...2,68(1) A. Tn anionul complex [Co(NCS)s]*
distantele interatomice Co—N din poliedrul de coordinare tetraedric sunt cuprinse Tn intervalul 1,91(2)...1,98(2) A.
Componentele n cristal sunt asociate atat prin interactiuni electrostatice, cat si prin legaturi slabe de hidrogen
C—H...S, donori de proton fiind gruparile CH atét din ciclurile piridinice ale ligandului L din catoinul complex, cat
si din substituentii de metil, distantele donor-acceptor fiind Tn intervalul 3,54(2)...3,85(3) A.

Exemplul 3. Aplicarea compusului revendicat [SrLs][Co(NCS)4] Tn cultivarea tulpinii de micromicete Rhizopus
arrhizus CNMN FD 03 producdtoare de lipaze exocelulare.

Cultivarea tulpinii Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 se efectueaza in pahare Erlenmeyer, care contin 0,1 L de mediu
nutritiv lichid steril cu urmatoarea compozitie, (g): fdind de soia — 35,0; KoHPOs — 5,0; (NH4)2SO4 — 1,0;
[SrL3][Co(NCS)4]- 0,0005...0,0015; apa potabild pana la 1,0 L; pH-ul initial al mediului — 8,0. Mediul nutritiv se
inoculeaza cu suspensie de spori si miceliu Tn cantitate de 10% din volumul mediului nutritiv inoculat cu densitatea
de (2...3)-10° spori/mL. Suspensia de spori si miceliu se obtine prin spilarea cu api distilatd sterild a culturii de
Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 crescuta timp de 30 de zile pe suprafete oblice de malt-agar. Compusul revendicat
se include Tn mediul nutritiv concomitent cu materialul semincer. Nemijlocit Tnainte de utilizare, compusul
revendicat, dizolvat in cantitate minima de apa distilata sterila, se trateaza cu ultrasunet pe baie de apa de tipul DA-
968DADI discret a cite 1-2 min pana la obtinerea solutiei stravezii.

Cultivarea se efectueazi in conditii de agitare continua la 180...200 rot/min, timp de 48 de ore. Temperatura de
cultivare - 28°C. Martor a servit proba cultivata in mediu nutritiv in absenta compusului revendicat.
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Activitatea enzimatica (determinatd prin metoda titrimetricd Otto-lamada: Xypuan «Heopranuueckass Xumus »,
1967, 1. 12, Boim. 2, ¢.499-505) a fost dozatd in dinamica in 1-3-a zi de cultivare, perioadd in care micromiceta
manifesta cote superioare de acumulare a enzimelor.

Conform datelor obtinute nivelul maxim al activitatii lipolitice Tn proba de referinta (martor) a fost inregistrat in a
doua zi de cultivare, activitatea constituind 18750 U/mL, comparativ cu valoarea de 17930 U/mL, marcata in prima
zi de cultivare (tabelul 2).

Tabelul 2

Influenta compusului revendicat asupra activitatii lipolitice a micromicetei

Rhizopus arrhizus CNMN FD 03

conc l-azi az-azi
. ., — 5 — 0 =
Variantele mg/L Actbv/lrtnaltea, /;;11] ;?ttgrie Activitatea, U/ml A)r,nzﬁ ;1e
0,5 27562 153,7/147 20000 107
[SrLs][Co(NCS)4] 1,0 21000 117/112 20000 107
15 15312 85 15000 80
Martor - 17930 100 18750 100

*153,7/147 — fata de martor la zi/ fatd de maxima absolutd a martorului (ziua a 2-a)

Analiza datelor, privind influenta compusului revendicat asupra activitatii lipolitice a tulpinii producétoare pune in
evidentad o intensificare semnificativa a procesului de acumulare a enzimelor, efectul pozitiv fiind constatat deja in
prima zi de cultivare. La aceasta etapa, compusul strontiu-cobalt asigurd majorarea activitatii lipazelor exocelulare
cu 12...47%, in functie de concentratia aplicata. Astfel, activitatea lipolitica a constituit in 1-a zi de cultivare 27562
U/mL (0,5 mg/L) si 21000 U/mL (1,0 mg/L), depasind nivelul probei martor din aceiasi zi cu 53,7 si respectiv, 17%
si al martorului din ziua a 2-a — cu 47 si 12%, corespunzator. Respectiv, in cazul dat la fel se constata o intensificare
a biosintezei lipazelor cu 24 ore in raport cu martorul.

Cercetarile au fost efectuate in cadrul Programului de Stat 2020-2023 a Republicii Moldova prin proiectele
20.80009.5007.28 si 20.80009.5007.15 cu finantarea de citre ANCD.



