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Inventia se refera la chimia coordinativa, in special la un compus coordinativ heterodinuclear de Ba-Co si poate fi
utilizata in biotehnologia cultivarii fungilor miceliali in scopul sporirii biosintezei enzimelor si productivititii de
biomasa microbiana.

Este cunoscut un procedeu de obtinere a biomasei miceliale a ciupercii Lentinus edodes (Berk.) Sing. intr-un mediu
nutritiv fard de metale in componenta sa [1]. Neajunsul inventiei consta in faptul cd mediul nutritiv creat nu contine
metale bivalente, care influenteaza esential procesul de biosinteza.

Un efect de stimulare a biosintezei de enzime sau biomasa se poate de asigurat in unele cazuri prin includerea in
mediul nutritiv a unor compusi coordinativi specifici cu liganzi polidentati. De exemplu, in procedeul de crestere a
ciupercii Lentinus edodes se prevede ca la stadiul de cultivare a masei miceliale se utilizeaza un mediu format din
clorura de mangan(II), glucoza si L-asparagina [2]. Procedeul permite obtinerea unei pelicule pigmentate de miceliu,
care conditioneaza reducerea ulterioard a perioadei de cultivare pe substrat.

Dezavantajul procedeului consta in faptul ca acesta nu asigura si o marire a biomasei miceliale.

Este necesar de mentionat faptul ca unii compusi coordinativi nu poseda proprietati de biostimulatori ai biosintezei,
ci din contra, se manifestd ca inhibitori. De exemplu, in cazul biosintezei enzimelor amilolitice de micromiceta
Aspergillus niger in prezenta compusilor coordinativi cu liganzi polidentati (Bulhac I. et al. Structure and some
biological properties of Fe(lll) complexes with nitrogen-containing ligands. Chemistry Journal of Moldova.
General, Industrial and Ecological Chemistry, 2016, vol. 11(1), pp. 39-49).

Este cunoscut procedeul de cultivare a ciupercii Lentinus edodes cu scopul maririi biomasei de lectine — proteine
extracelulare non-imunoglobulare, Th medii care contin saruri simple de metale de tranzitie bivalente si liganzi
simpli — etilenglicol, glucoza si asparagina [3]. Acesti ioni manifestd un efect de stimulare a activitatii lectinelor,
care se explica prin formarea unor complecsi cu liganzi micsti cu lectine si gluco-conjugati. Cu toate acestea
utilizarea acestor metale si liganzi nu influenteaza esential procesul de crestere a biomasei ciupercii Lentinus edodes.
Este cunoscut un mediu nutritiv pentru cultivarea tulpinii de fungi Aspergillus niger 33-19 CNMN FD 02 prin
utilizarea  unui  biostimulator al  sintezei enzimelor  amilolitice  heterodinuclear cu  formula
[Co(DH)2(Anilina),]2[TiFe], in care DH — reprezintd anionul dimetilglioximat [4]. Dupa cum reiese din formula de
mai sus ionii de metal nu sunt uniti intre ei, ci fac parte din cationi si anioni complecsi. Desi biostimulatorul este
activ, el nu este stabil la pastrare si coroziv, interactioneaza cu sticla datoritd prezentei fluorului in anionul de
hexafluortitanat.

Problema tehnica pe care o rezolvd inventia consta in extinderea gamei de compusi coordinativi ai cobaltului cu
proprietati de biostimulatori prin obtinerea unui compus coordinativ nou heterodinuclear, in care ionii de metal sa
fie legati intre ei -  tris(2,6-dimetil piridindicarboxilat-1kONO)-di-u-(izotiocianato-1,2kN)-(diizotiocianato-
2kN)bariu(ll)cobalt(ll) cu formula [BaLs-p-(NCS)>-Co(NCS)2] (L = esterul dimetilic al acidului 2,6-
piridindicarboxilic) cu proprietati de biostimulator al activitatii enzimatice si productivitatii de biomasa la tulpinile
de fungi Aspergillus niger CNMN FD 06 producator de amilaze, Lentinus edodes (Berk.) Sing. CNMN FB 01
producator de biomasad miceliald cu proprietati curative si nutraceutice la un ciclu mai redus de cultivare. Totodata,
compusul heterodinuclear biostimulator sa fie cristalizabil, stabil la pastrare si noncoroziv.

Esenta inventiei constd in faptul c¢d se propune un compus coordinativ nou - [Bals-u-(NCS)2-Co(NCS);] cu
proprietati de biostimulator al sintezei amilazelor exocelulare la tulpina de fungi Aspergillus niger CNMN FD 06 si
productivitatii de biomasa miceliala la Lentinus edodes (Berk.) Sing. CNMN FB 01.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in obtinerea unui complex heterodinuclear monocristalin nou bine cristalizabil
si noncoroziv [BaLs-p-(NCS),-Co(NCS)2] (L = esterul dimetilic al acidului 2,6-piridindicarboxilic), care, fiind
introdus Tn componenta mediului nutritiv al producatorilor, sporesc biosinteza amilazelor la tulpina de fungi
Aspergillus niger CNMN FD 06 si productivitatea de biomasad miceliala la Lentinus edodes (Berk.) Sing. CNMN-
FB-01 cu reducerea ciclului de cultivare cu 24...48 ore. Complexul manifesta influentd stimulatoare asupra
biosintezei amilazelor exocelulare la micromiceta Aspergillus niger, depasind la concentratiile de 0,001 si 0,005 g/L
respectiv cu 51,08 si 32,68% martorul zilei (ziua a 5-a de cultivare) si cu 39,18 si 22,24% maxima martorului (ziua a
6-a de cultivare), facilitdnd reducerea ciclului tehnologic cu 24 de ore.

Aplicarea compusului coordinativ heterometalic [BaLs-pu-(NCS)2-Co(NCS)2] Tn procedeul de cultivare a tulpinii de
fungi Lentinus edodes (Berk.) Sing. CNMN -FB -01 produciator de biomasa miceliala, asigura sporirea cantitatii de
biomasa acumulatd deja in ziua a 6-a de cultivare pana la 27,13...28,15 g/L comparativ cu 20,46 g/L maxima
martorului in ziua a 8-a de cultivare, ceea ce depaseste nivelul maximei martorului cu 32,6...37,6 % 1n functie de
concentratia aplicata, totodatd reducand termenul de cultivare cu 48 de ore.

Compusul coordinativ revendicat [BaLs-p-(NCS)2-Co(NCS).] atét si procedeul de sinteza al lui, datele structurale
cét si proprietatile sale biologice nu sunt descrise in Stadiul tehnicii.

Este cunoscut un complex al Ba(ll) homodinuclear polimeric cu un ligand foarte asemanator — acidul 2,6-
piridindicarboxilic, dar complexul acesta nu poseda proprietati de biostimulator (Massoud Rafizadeh, Vahid Amani,
Reza Tayebee. Synthesis, characterization, and crystal structure of a new coordination polymer,
{[Bax(HPYDC)2(PYDC)(H20)3]-H20-(H2PYDC)}n. Bull. Chem. Soc. Ethiop. 2008, 22(1), pp. 93-99).

Avantajele inventiei revendicate constau in:

- obtinerea compusului coordinativ revendicat este simpld in executare, iar substantele initiale sunt accesibile
comercial;
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- compusul-inventie se obtine in formda de monocristale, ceea ce face posibila separarea usoara a complexului,
precum si spalarea lui;

- compusul este stabil, nu interactioneaza cu sticla vasului recipientului la pastrare;

- obtinerea compusului-inventie in forma de monocristale a permis stabilirea structurii moleculare si cristaline cu
metoda difractiei razelor X;

- complexul revendicat manifesta o solubilitate foarte bund in alcooli, ceea ce asigurd o utilizare practica in calitate
de component al mediului nutritiv.

Inventia se explicd prin figurd, care reprezinta structura moleculard a tris(2,6-dimetil piridindicarboxilat-1kONO)-
di-p-(izotiocianato-1,2kN)-(diizotiocianato-2kN)bariu(l1)cobalt(11).

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1. Sinteza compusului [BaLs-p-(NCS)2-Co(NCS)2].

Tiocianatul de bariu dihidrat cu masa de 0,08 g (0,025 mmoli) si tiocianatul de cobalt trihidrat cu masa de 0,06 g
(0,025 mmoli) s-au dizolvat in 7 mL metanol (solutia 1). 2,6-Piridindicarbonildiclorura cu masa de 0,16 g (0,075
mmoli) s-a dizolvat Tn 15 mL metanol (solutia 2) (raportul molar Ba%":Co?*:2,6-piridindicarbonildiclorura este
1:1:3). La o agitare permanenta solutia 1 se adauga la solutia 2, dupa care, solutia obtinutd de culoare albastra a fost
refluxatd timp de 3 ore. Dupa refluxare, solutia obtinutd este filtratd si ldsatd la temperatura camerei pentru
cristalizare. A doua zi n solutia filtratd se formeaza cristale albastre sub forma unor prisme, potrivite si pentru
analiza cu raze X. Randamentul constituie 43% (0,11 g).

Gasit, %: C 36,75; H2,76; Ba 13,51; Co 5,84; N 9,74.

Pentru Cs1H27BaCoN701,S4

calculat, %: C 36,71; H 2,68; Ba 13,54; Co 5,81; N 9,67.

Spectrul IR (v, cm™): 3405sl.1atd, 3084sl., 3009sl., 2955m., 2631sl.latd, 2327sl.1atd, 2091m., 2066p., 2031fp.,
1737m., 1714fp., 1584m., 1491fsl., 1450m., 1435m., 1428m., 1311fp., 1262fp., 1225umar, 1199m., 1175m.,
1157sl., 1147fsl., 1085m.,1027f.sl., 1001m., 989p., 957m., 950m., 870m., 848m., 838sl., 825m., 796sl.,
756p.,728m., 694p., 654m., 530sl.lata, 500m., 480m., 429m (sl. semnifica intensitate slabd, m — medie, p —
puternica, f.p. — foarte puternica, f.sl. — foarte slaba).

Exemplul 2. Structura compusului [BaLs-p-(NCS)2-Co(NCS)2] stabilita prin metoda difractiei cu raze X.
Compusul obtinut cristalizeazd in singonia triclinica (tabelul 1) si are formula [BaLs-pu-(NCS),-Co(NCS).] (L =
esterul dimetilic al acidului 2,6-piridindicarboxilic) (figura). Ca rezultat s-a obtinut un compus complex molecular
heteronuclear, in care la atomul Ba(1), pe langa trei liganzi tridentati neutri L, coordineaza fragmentul [Co(NCS)a]
prin doi atomi de azot. Ca urmare numarul de coordinare (NC) al Ba(l) este 11 si este format de setul de atomi
donori N5sOs. Poliedrul de coordinare al atomului Co(1) este format de patru atomi de azot, ce apartin celor patru
anioni NCS-.

Tabelul 1

Datele cristalografice si parametrii de structurd pentru [BaLs-p-(NCS),-Co(NCS),]
Formula empirica C31H27Ba;Co1N7012S4
Mr 1014.10
Singonia Triclinica
Grupul spatial P-1
a(A) 10.6515(5)
b(A) 11.0221(5)
c(A) 18.1814(8)
a(grad) 85.125(4)
B(grad) 83.249(4)
v(grad) 82.707(4)
V (R 2097.27(16)
z 2
Dc (g/cm ~3) 1.606
p(mm-t) 1.591
F(000) 1010
Dimensiunile cristalului (mm) 0.44x0.42x0.10
Reflexele colectate/unice 13971/ 7780 [R(int) =0.0273]
Parametrii fitati 512
GOF 1.001
R1, WR: [I>26(1)] 0.0353, 0.0806
R1, WR; (pentru toate refexele) 0.0443, 0.0847
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Distantele interatomice din poliedrele de coordinare ale atomilor de metale sunt: Ba(1)-N(1)=2.979(2), Ba(1)-
N(2)=2.984(3), Ba(1)-N(3)=2.946(2), Ba(1)-O(1)=2.786(2), Ba(1)-O(3)= 2.835(2), Ba(1)-0(5)=2.810(2), Ba(1)-
0O(7)=2.877(3), Ba(1)-0(9)=2.833(2), Ba(1)-O(11)= 2.833(2), Ba(1)-N(4)=3.325(3), Ba(1)-N(5)=3.220(3), Co(1)-
N(4)=1.956(3), Co(1)-N(5)= 1,976(3), Co(1)-N(6)=1,957(4), Co(1)-N(7)=1.964(3) (figura). In cristal compusii
complecsi sunt uniti doar prin legaturi de hidrogen slabe de tipul C-H...O si C-H...S.

Exemple de aplicare a compusului revendicat [BaLs-pu-(NCS)2-Co(NCS)2] in tehnologia cultivarii tulpinilor de
fungi miceliali cu semnificatie biotehnologici: Aspergillus niger CNMN FD 06 produciitor de amilaze,
Lentinus edodes (Berk.) CNMN FB 01 produciitor de biomasid micelialda cu proprietiti curative si
nutraceutice.

Exemplul 3. Se pregiteste mediul nutritiv cu urméitoarea compozitie (g-L™?): amidon 3,0; faind de fasole 9,0;
tarate de grau 18,0; KH2PO4 2,0, KCI 0,5, MgSQO4 0,5, apa potabila restul, pH-ul initial — 5,0. Mediul pregatit se
repartizeaza a cte 0,2 L Tn baloane Erlenmeyer cu capacitatea de 1,0 L si se sterilizeaza la temperatura de 120°C, 1
atm., timp de 1 ord. Dupa racire pana la temperatura de camerd (25...28°C) mediul nutritiv se inoculeaza cu
suspensie de spori ai tulpinii Aspergillus niger 33 in dozd de 10% v/v. Concomitent se adaugd solutia apoasa a
compusului coordinativ revendicat cu concentratii bine determinate, reiesind din intervalul revendicat, care
nemijlocit Tnainte de utilizare, se agitd discret timp de 2...5 minute pe baie de apa cu ultrasunet de tip DA-968
DADI. Cultivarea se realizeaza in conditii de agitare continud (200 rot/min), la temperatura de 28°C, timp de 5 zile.
Activitatea amiloliticd a lichidului cultural, determinatd prin metoda colorimetrica dupa gradul de hidroliza a
amidonului solubil in conditii standard de hidrolizd a substratului (pH 4,7) (I'pauea .M. u ap. JlaGoparopHsiit
TPaKTHKYM TI0 TEXHOJOTHH (PePMEHTHBIX TIpenaparoB. M., JIErkas u mwm. pom., 1982, ¢. 57-62) deja in ziua a 5-a de
cultivare la concentratiile compusului revendicat de 0,001, 0,005 g/L constituie respectiv 110,08 si 96,68 U-mL™*
fatd de 79,09 U-mL* in varianta martor, (ziua a 6-a de cultivare) ceea ce depaseste cu 39,2 si 22,2% activitatea
amilazelor maximei martorului. Tn ziua a 6-a de cultivare, ziua biosintezei maximale in varianta martor (79,9 U/mL)
activitatea amilazelor in variantele experimentale la concentratiile sus marcate a compusului revendicat constituie
143,94 U/mL si 132,15 U/mL, procentual fiind superioara martorului cu 67,1...82,0% (tabelul 2).

Tabelul 2

Modificarea activitatii amilolitice a tulpinii Aspergillus niger CNMN FD 06 sub influenta compusului coordinativ
[BaLs-pu-(NCS)2-Co(NCS),]

Procedee de cultivare Concen- Activitatea amilolitica
tratia, g/L | a5-a zi a 6-a zi
Activitatea, - Activitatea, %, fata de
U/mL %, faja de martor U/mL martor t
[BaLs-p-(NCS)- 0,001 110,08 151,1/139,2** 143,94 182,0
Co(NCS);] 0,005 96,68 132,7/122,2** 132,15 167,1
0,010 72,86 92,1 61,40 77,6
Mediul de referinta
(martor)* i 72,86 100,0 79,09 100,0

*Mediul de bazad de cultivare submersa a tulpinii in conditii clasice (fird compusul revendicat): amidon 3,0; faina
de fasole 9,0; tarate de gréu 18,0; KH2PO4 2,0, KCI 0,5, MgSQO4 0,5, apa potabila restul, pH-ul initial — 5,0
(MD2836).

**Calculele sunt efectuate fata de maxima martorului (ziua a 6-a)

Exemplul 4.

Materialul semincer (miaua) se obtine la cultivarea in profunzime pe mediul nutritiv de baza timp de 8-10 zile a
miceliului tulpinii Lentinus edodes (Berk.) Sing. CNMN-FB-01 de 20 zile, crescut pe suprafete inclinate de malt-
agar.

Se prepara mediul nutritiv cu compozitia (g): NH4NOs 0,20; KH2PO4 1,30; MgS0O4-7H,0 0,35, malt de 5° Balling
pana la 1L, pH-ul initial 5,0...5,5. Mediul pregatit se repartizeaza a cate 200 mL in colbe Erlenmeyer cu volumul de
0,75 L. Dupa sterilizare (lora, 1 atm.) si ricire pana la temperatura de camera, mediul se inoculeaza cu maiaua
obtinutd preventiv in raport de 10% v/v. Cultivarea se realizeaza in conditii de agitare continud (200 rot/min), timp
de 8 zile, la temperatura de 28°C.

Solutia apoasd a compusului coordinativ tris(2,6-dimetil piridindicarboxilat-1kONO)-di-u-(izotiocianato-1,2kN)-
(diizotiocianato-2kN)bariu(Il)cobalt(1l) cu formula [BalLs-pu-(NCS),-Co(NCS).], in care L reprezintd esterul
dimetilic al acidului 2,6 piridindicarboxilic, cu concentratii de 0,0025, 0,005, 0,010, si 0,015 g/L, prealabil tratata in
baie cu ultrasunet tipul DA-96 DADI timp de 1...2 minute pana la dizolvare completa, se aditioneaza la mediul de
cultivare steril simultan cu materialul de inoculare. Monitorizarea biomasei s-a efectuat in dinamica pe parcursul
zilelor a 6-a, a 7-a si a 8-a de cultivare, perioada in care cultura manifesta maxima de biosintezd. Masa uscata de
miceliu s-a determinat prin cantarire (tabelul 3).

Tabelul 3

Influenta compusului coordinativ [BaLs-pu-(NCS).-Co(NCS),] asupra acumularii biomasei la tulpina
edodes (Berk.) Sing. CNMN-FB-01 in cultura submersa

Lentinus
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Variante Concen- Ziva a 6-a Zivaa8-a
tratia, g/L | g/L %/martor** g/L %/martor
0,0025 24,27 118,6 23,67 115,7

Inventia 0,005 28,15 137,6 25,23 123,3

0,010 27,76 135,7 24,98 122,1
0,015 27,13 132,6 24,70 120,7

Mediul de 17,32 100 20,46 100

referinta

(martor)*

40f4

*Mediu nutritiv fara compusul revendicat (g): must de bere - 270...320; melasa — 50...70; ulei de floarea soarelui -
0,5...1,5; restul — apa pana la 1L; pH-ul initial 4,5...5,0.

**Calculele sunt efectuate fatd de maxima martorului (ziua a 8-a).
Nivelul maximal de biomasa miceliala in varianta experimentala s-a marcat in ziua a 6-a de cultivare a
producidtorului §i a constituit 28,15 g/L la concentratia complexului [BaLs-p-(NCS)2-Co(NCS)2] de 0,005 g/L si
27,76 g/L la concentratia complexului de 0,010 g/L, depasind maxima martorului (20,46 g/L in ziua a 8-a de

cultivare) cu 37,6% si respectiv 35,7%.

Cercetarile au fost efectuate in cadrul proiectelor 20.80009.5007.28 si  20.80009.5007.15 din Programul de Stat
2020-2023 al Republicii Moldova cu finantarea de catre ANCD.



