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Inventia se refera la chimia coordinativa si biotehnologie, in mod special la sinteza unui compus coordinativ nou al
fierului(111) cu bis(picolinoilhidrazona) 2,6-diacetilpiridinei, care manifestd proprietati de biostimulator al sintezei
lipazelor exocelulare la tulpina de fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 si poate fi utilizata in elaborarea
biotehnologiilor pentru obtinerea enzimelor lipolitice.
Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 reprezintd o tulpind de fungi miceliali (micromicetd), care este producatoare de
lipaze exocelulare cu semnificatie biotehnologica si poate fi utilizatd in industria microbiologica pentru obtinerea
enzimelor lipolitice exocelulare cu spectru larg de aplicare. Pentru cultivarea tulpinilor de micromicete producatoare
de lipaze se utilizeaza medii nutritive, care includ sdruri 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 in conditii clasice a tulpinii de fungi Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 cu
urmitoarea compozitie, g: faina de soia — 35,0; (NH4).SO4 — 1,0; KH2PO, — 5,0; apa potabild — pana la 1 L; pH-ul
initial — 8,0 [1]. Dezavantajul mediului de cultivare in conditii clasice consta in nivelul redus al biosintezei lipazelor
exocelulare.
Componentele lipidice prezente in cantitati mici in ingredientele din compozitia mediului stimuleazd efectiv
biosinteza lipazelor (Fogarty W.M. MuxpoOHusIe depMeHTH U OmoTexHoiorus. Mocksa: Arponpommsaar, 1986, p.
317). La multe microorganisme o parte considerabila de lipaze exocelulare sunt legate de peretele celular, 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 in mediul de cultura ce favorizeaza procesul de biosinteza a lipazelor
exocelulare.
Este cunoscuta utilizarea in mediul nutritiv a nanoparticulelor de Fe3Oa, in calitate de biostimulator, care asigura o
Crestere sporitd a capacitatii biosintetice a micromicetelor producitoare de lipaze exocelulare [2]. Dezavantajul
mediului nutritiv ce contine ca biostimulator nanoparticule de FesOa, constd in faptul ca este necesara dispersarea
riguroasd prealabila cu ultrasunet a nanoparticulelor de FesO., totodata utilizarea nanoparticulelor prezinta riscuri de
sanatate prin inhalare sau contact cu pielea. Alt dezavantaj consta in faptul ca desi activitatea lipolitica este destul de
inalta, maximul de activitate al tulpinii de fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 se atinge in a doua zi de
cultivare.

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

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 microorganismelor, pot uneori sd contribuie la sporirea

sintezei enzimelor in biotehnologiile de procesare a substraturilor vegetale (MD 4645 B1 2019.08.31).

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

ci din contra, se manifestd 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).

In calitate de analogul proxim (cea mai apropiata solutie) poate fi considerat mediul nutritiv pentru cultivarea

submersa a tulpinii Rhizopus arrhizus CNMN FD 03, care contine in calitate de biostimulator de sinteza a lipazelor

extracelulare un compus coordinativ de cupru — bis(glicinat) de cupru monohidrat, CuGly.-H>O. Mediul nutritiv
pentru cultivare contine, g: fdina de soia — 35,0; (NH4)2SO4— 1,0; KH2PO4 — 5,0; CuGly,-H,O — 0,005...0,020; apa
potabila — pana la 1 L [3]. Dezavantajul analogului proxim constd in sporirea moderatd a biosintezei lipazelor
exocelulare (31,2 — 49,9%), iar activitatea maxima de biosinteza a lipazelor exocelulare se observa in a doua zi de

cultivare a tulpinii Rhizopus arrhizus CNMN FD 03.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in:

- extinderea gamei de compusi coordinativi cu proprietati de biostimulatori prin obtinerea unui compus
coordinativ nou al fierului(lll) cu bis(picolinoilhidrazona) 2,6-diacetilpiridinei cu proprietati de stimulator al
sintezei lipazelor exocelulare pentru tulpina de fungi Rhizopus arrhizus CNMN FD 03, la un ciclu mai redus de
cultivare a acestei tulpini;

- elaborarea unui mediu pentru cultivarea submersa a tulpinii de fungi Rhizopus arrhizus CNMN FD 03, utilizarea
céruia intensificd biosinteza lipazelor exocelulare si reduce ciclul de cultivare a tulpinii-producitoare prin
atingerea mai rapidd a maximului de activitate lipolitica.

Esenta inventiei consta in faptul ca:

1) se propune in calitate de biostimulator al sintezei lipazelor exocelulare pentru tulpina de fungi Rhizopus arrhizus
CNMN FD 03 un compus coordinativ nou: nitrat de 2,6-diacetilpiridin-bis(picolinoilhidrazon)-
bis(aqua)fier(lll)-hidrat(1/2,5) cu formula [Fe(H.L)(H20)2](NO3)3-2,5H,0, in care HoL reprezintd
bis(picolinoilhidrazona) 2,6-diacetilpiridinei;

2) se propune un mediu nutritiv pentru cultivarea submersa a tulpinii de fungi Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 in
componenta caruia se include suplimentar in calitate de stimulator al biosintezei lipazelor exocelulare compusul
coordinativ sus-mentionat, in urmatorul raport cantitativ al componentelor, g: faind de soia — 35,0; KH2PO4 —
5,0; (NH4)2S04— 1,0; [Fe(H2L)(H20)2](NO3)3-2,5H,0 — 0,005...0,015, api potabild — pani la 1 L.
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Rezultatul tehnic al inventiei consta in sporirea biosintezei lipazelor la tulpina de fungi miceliali Rhizopus arrhizus

CNMN FD 03 cu 16 % fata de analogul proxim si 17...83 % fatd de martor (fard biostimulator) in ziua a 2-a de

cultivare, totodata ciclul de cultivare a tulpinii-producatoare se reduce cu 24 ore.

Avantajele inventiei revendicate constau in:

- obtinerea compusului coordinativ revendicat este simplu in executare, iar substantele initiale sunt accesibile
comercial;

- complexul revendicat manifestd o solubilitate foarte buna in apd, ceea ce asigura o utilizare practica in calitate de
component al mediului nutritiv;

- atingerea maximului de activitate lipoliticd a micromicetei Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 in prima zi de
cultivare.

Compusul coordinativ revendicat [Fe(H.L)(H20)2](NO3)s-2,5H,0, atat si procedeul de sintezd a lui, datele

structurale cat si proprietatile sale biologice nu sunt descrise in Stadiul tehnicii.

Efectul biologic al complexului nitrat de 2,6-diacetilpiridin-bis-(picolinoilhidrazon)-bis-(aqua)fier(111)—hidrat(1/2,5)

revendicat a fost evaluat dupd gradul de influenta asupra activitagii lipolitice a tulpinii de fungi Rhizopus arrhizus.

Rezultatele  studiului  efectului  biologic au demonstrat cd includerea compusului coordinativ

[Fe(HzL)(H20)2](NO3)3-2,5H,0 in mediul de cultivare a micromicetei Rhizopus arrhizus exercita influenta benefica

asupra procesului de biosinteza a lipazelor. Astfel, in prima zi de cultivare activitatea enzimatica a constituit 67246

U/mL (la concentratia de 5 mg/L), 49178 U/mL (10 mg/L) si 43216 U/mL (15 mg/L), depasind cu 181%, 106% si,

respectiv, 81% martorul zilei si cu 83%, 34% si 17% — superioara martorului din ziua a 2-a — ziua in care

micromiceta manifestd maximul biosintezei enzimelor lipolitice la cultivare in conditii clasice.

Inventia se explica prin figurile ce urmeaza si reprezinta:

fig. 1 — structura cationului complex [Fe(H2L)(H20).]** cu notarea partiald a atomilor;

fig. 2 — formarea dimerului centrosimetric din cationi complecsi.

Exemple de realizare a invenriei

Exemplul 1. Sinteza compusului  coordinativ  nitrat de  2,6-diacetilpiridin-bis(picolinoilhidrazon)-
bis(aqua)fier(l11)—hidrat(1/2,5) ([Fe(H2L)(H20)2](NOs3)s-2,5H,0)

Procedeul de sinteza a acestui complex constd in dizolvarea Fe(NO3)3-9H.0 (0,1 g, 0,25 mmol) in 5 mL apa si
adaugarea la suspensia de bazad Schiff - bis(picolinoilhidrazona) 2,6-diacetilpiridinei (0,1 g, 0,25 mmol) in 10 mL
metanol. Amestecul reactant este refluxat timp de 4 ore, pand la dizolvarea completa a agentului de coordinare.
Solutia de culoare brun-neagri este filtrata si lisatd pentru evaporare lenti la temperatura camerei. in patru zile se
formeaza cristale sub forma de prisme de culoare neagra. Cristalele se separd si se usucd in aer liber (0,036 g),
randamentul constituind 83 %.

Rezultatele analizei elementale (%) pentru C21H2sFeN190155

Calculat, %: C-34,82; H - 3,90; N - 19,34.

Gasit, %:  C-34,65; H-3,96; N - 19,41.

Substanta este solubild in apa, alcooli, dimetilformamida, dimetilsulfoxid.

Spectrul IR (v, cm™): 3541 m*, 3332 m, 2727 m, 2444 m, 1755 s*, 1624 m, 1611 m, 1595 m, 1568 m, 1552 m,
1517 m, 1462 f.i*, 1411 i*, 1377 f. i, 1327 i, 1303 i, 1229 m, 1212 m, 1179 m, 1153 m, 1093 m, 1080 m, 1063 m,
1041 m, 1020 s, 1006 s, 984 m, 935 s, 918 m, 824 m, 814 m, 805 m, 761 m, 746 m, 722 m, 702 m, 690 m, 682 m,
654 m, 620 m, 565 s, 552 s, 529 m, 493 s, 445 m, 409 s.

(intensitatea benzii de absorbtie: f. i - foarte intensivi, i - intensivd, m - medie, s - slab).

Metoda de sinteza a agentului de coordinare bis(picolinoilhidrazona) 2,6-diacetilpiridinei consta in condensarea 2,6-
diacetilpiridinei cu hidrazida acidului picolinic in raport molar de 1:2, descrisa in literatura (Pelizzi C. and Pelizzi G.
Crystal and molecular structure of 2,6-diacetylpyridine bis(picolinoylhydrazone) hemihydrate. Acta
Crystallographica. 1979, vol. B35, pp. 126-128).

Exemplul 2. Studiul cristalografic

Structura moleculara si cristalind a complexului a fost stabilita, utilizind metoda difractiei razelor X pe monocristal
(tab. 1).

Ca rezultat al determindrii structurii complexului [Fe(H2L)(H20)2](NO3)3-2,5H,0 a fost stabilit, cd acesta este de
naturd ionicd, format dintr-un cation complex ([Fe(H.L)(H20).]** (fig. 2), anioni NO3 si molecule de apd de
cristalizare in sfera externa. Analiza compusului coordinativ indica cd numarul de coordinare al ionului Fe(III) este
sapte, in care ligandul de tip baza Schiff coordineaza pentadentat prin setul de atomi donori de electroni N3O;
completat de doud molecule de apa coordinate in pozitii apicale pana la o geometrie in formad de bipiramida
pentagonala (fig. 1).

Tabelul 1

Date cristalografice si parametrii de structurd pentru [Fe(H2L)(H20)2](NO3)3-2,5H,0
Formula empirici C21H28FeN100155

Mr 724,38

Singonia Triclinica

Grupul spatial P-1
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z 2

a(A) 10,2159(6)
b(A) 11,9887(4)
c(A) 12,2929(5)
o(grad) 86,478(3)
B(grad) 89,905(4)
v(grad) 83,462(4)

V (A3) 1492,92(12)
Dc (g/cm 3) 1,611

p(mm-) 0,596

F(000) 748
Dimensiunile cristalului (mm?3) 0,5x0,25x0,18
Reflexele colectate/unice 9737/5553 [R(int) = 0,0220]
Parametri fitati 456

GOF on F? 1,008

R1, WRz [1>25(1)] 0,0473; 0,1290
R1, WR2 (pentru toate refexele) 0,0596; 0,1399

Distantele interatomice din planul ecuatorial al poliedrului de coordinare al Fe(III) sunt urmitoarele, A: Fe(1)-O(1)
= 2,0717(19); Fe(1)-O(2) = 2,0842(19); Fe(1)-N(3) = 2,186(2); Fe(1)-N(4) = 2,196(2); Fe(1)-N(5) = 2,185(2), iar
apical: Fe(1)-O(1w) = 1,9979(19) si Fe(1)-O(2w) = 2,0393(19). Datele structurale referitor la pozitionarea atomilor
de hidrogen din H.L au evidentiat transferul de protoni de la atomii de azot N(2) si N(6) la atomii de azot
heterociclici terminali (N(1) si N(7)). Acest fapt este confirmat de unghiurile CNC din inelele piridinice de origine
hidrazidica. Valoarea unghiului CNC al atomului N(1) este 122,27° si al N(7) - 122,73°.

In cristal, pe langa fortele electrostatice ce actioneazi intre cationi si anioni, componentele sunt legate intre ele
printr-un sistem de legaturi de hidrogen intermoleculare (tab. 2).

Ca urmare se poate mentiona formarea in cristal din cationii complecsi a dimerilor centrosimetrici prin legaturile de
hidrogen O(w)—H---O, ca donor de proton fiind moleculele de apa coordinate O(2w), iar acceptor — atomii de oxigen
0O(2) ai liganzilor organici. Concomitent in cristal au fost stabilite un sir de legaturi de hidrogen de tipul N—H---O si
O(w)—H---O, care unesc cationii cu anionii si molecule de apa de cristalizare respectiv, iar ultimele sunt antrenate in
legaturi de hidrogen atét intre ele, cat si cu anionii NOs". Structura cristalina este stabilizata suplimentar de un sir de
legaturi intermoleculare fine de tipul C—H---O.

Tabelul 2
Parametrii legaturilor de hidrogen din cristal
D_H-A Distanta interatomica, A Unghiul DHA, Transformarea
D-H H--A D---A grad simetricd pentru A
N(1)-H(16)---O(8) 0,86 2,00 2,828(4) 162 X, Y, Z
N(7)-H(11)...0(9) 0,86 1,98 2,801(4) 159 X+1,-y+2,-z+2
O(1w)-H(1w1)...0(2) 0,85 2,06 2,884(3) 161 X+1,-y+2,-z+1
O(1w)-H(2w1)...0(3) 0,85 2,11 2,710(4) 127 -X+1,-y+1,-z+1
O(1w)-H(2w1)...0(5) 0,85 2,41 3,259(4) 174 -X+1,-y+1,-z+1
O(2w)-H(1w2)...0(7) 0,85 1,87 2,715(3) 169 -X+1,-y+1,-z+1
O(3w)-H(1w3)...0(4) 0,85 1,96 2,783(4) 164 x+1y,z
O(3w)-H(2w3)...0(10) 0,85 1,99 2,822(4) 166 -X+1,-y+1,-z+1
O(3w)-H(2w3)...0(11) 0,85 2,52 2,945(4) 112 -X+1,-y+1,-z+1
O(4w)-H(1w4)...0(6) 0,98 1,81 2,754(5) 169 X,y,z+1
O(4w)-H(2w4)...0(3w) 0,98 1,98 2,865(4) 154 -x+1,-y+1,-z+1
O(5w)-H(1wb)...0(4w) 0,88 1,99 2,804(7) 155 X, Y, Z
O(5w)-H(1ws5)...0(5w) 0,88 2,57 2,987(12) 112 -X,-y+1,-z+2
O(5w)-H(2w5)...0(4w) 0,87 2,31 3,132(8) 160 -X,-y+1,-z+2
O(5w)-H(1w5)...0(5w) 0,88 2,57 2,987(12) 112 -X,-y+1,-2+2

Exemplul 3. Evaluarea efectului complexului [Fe(H.L)(H20)2](NQOs)3-2,5H20 in calitate de component al mediului
nutritiv asupra activitatii lipolitice a tulpinii de fungi Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 in cultura submersa.

Tulpina de fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 se cultiva in baloane Erlenmeyer cu capacitatea de 0,75
L, care contine 0,2 L mediu nutritiv cu compozitia, g: faind de soia — 35,0; KH2PO4 — 5,0; (NH4)2S0s — 1,0;
[Fe(HzL)(H20)2](NO3)3-2,5H,0 — 0,005-0,015; apa potabila pana la 1,0 L, pH-ul initial al mediului — 8,0. Mediul
nutritiv se inoculeaza cu suspensie de spori si miceliu in cantitate de 5% v/v, obtinuta prin spalare cu apa distilata
sterila a culturii de 30 zile, crescuta pe suprafete inclinate de malt-agar. Cultivarea se realizeaza in conditii de agitare
continui (200 rot.'min.™), timp de 48 ore, la temperatura de 28°C.
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Activitatea lipoliticd maximala, determinatd dupa gradul de hidroliza a suspensiei de ulei de masline in alcool
polivinilic pana la acid oleic dupd metoda titrimetricd Otto-lamada (I'pauésa .M. u ap. JTaGopaTopHbIii IPaKTHKYM
0 TeXHOJIOTHH (pepMeHTHBIX mpemnaparoB. M., JI€rkas u mumy. mpom., 1982, p.75-76), in variantele experimentale cu
aplicarea compusului coordinativ [Fe(H2L)(H20),](NO3)3-2,5H,0 s-a marcat in prima zi de cultivare si a constituit
67246 U-mL? la concentratia 0,005 g-L*?, 49178 U-mL™, la concentratia 0,010 g-L?, si 43216 U-mL? la
concentratia 0,015 g-L1. Maximul biosintezei se manifesti in varianta cu concentratia 0,005 g-L* si constituie 67246
U-mL* fata de 36800 U-ml* maxima variantei martor in ziua a doua de cultivare si fati de 58068 U-mL! in varianta
conform analogului proxim, depasind cu 83% proba martor si respectiv cu 16% nivelul analogului proxim. Spre
deosebire de mediul variantei martor si cel proxim, aplicarea compusului coordinativ revendicat reduce ciclul de
cultivare a producentului cu 24 ore (tab. 3).

Tabelul 3

Influenta compusului coordinativ [Fe(H2L)(H20)2](NOs)3-2,5H,0 asupra activitatii lipolitice a micromicetei
Rhizopus arrhizus CNMN FD 03

l-azi az2-azi a3-azi

8 ) « . 5 i 5

sS4 3 = 3 = 3 i

Mediul nutritiv studiat Eo s . s 2 . & s 2 . E

o £ S £ X e s £ X o S S X o

5 5D o 5D o 5D o

O O Q < Q <

< 3 < = < =

Y— Y—

Cu biostimulator 5 67246 281/183/116* 47368 129 5625 100,0

[Fe(H2L)(H20)2](NOs)s 10 49178 206/134 46632 | 127 5000 89

- 2,5H,0 15 43216 181/117 33440 91 5625 100,0
Martor

(fara biostimulator) - 23930 100,0 36800 | 100,0 5625 100,0

Mediul, conform analogului i i i 58068

proxim

*281/183/116 - fatd de martorul zilei (1-a zi)/ fatd de valoarea maxima a martorului (ziua a 2-a)/fata de analogul
proxim

Multumiri: Rezultatele incluse in brevetul de inventie au fost realizate in cadrul a doua proiecte din ,,Programul de
stat (2020-2023)”, finantate de ANCD: 20.80009.5007.28 si 20.80009.5007.15.



