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(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la  chimia
coordinativa si biotehnologie, in special la un
compus coordinativ nou al fierului(Ill) cu
bis(picolinoilhidrazona)  2,6-diacetilpiridinei,
care manifestd proprietdti de biostimulator al
sintezei lipazelor exocelulare la tulpina de
fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD
03 si poate fi wutilizatd 1in elaborarea
biotehnologiilor pentru obtinerea enzimelor
lipolitice.

Conform inventiei, se revendica
compusul coordinativ perclorat de 2,6-
diacetilpiridin-bis(picolinoilhidrazon)-

2
bis(aqua)fier(Ill)-hidrat(1/2,5), cu formula
[FC(HQL)(HQO)Q](Clo4)3'2,5H20, in care H,L
reprezinta bis(picolinoilhidrazona) 2,6-
diacetilpiridinei. Compusul revendicat este
bine solubil in apa, ceea ce asigura o utilizare
practica in calitate de stimulator al procesului
de sinteza a lipazelor exocelulare la tulpina de
fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD
03.

Revendicari: 1
Figuri: 1



(54) 2,6-Diacetylpyridine-bis(picolinoylhydrazone)-bis(aqua)iron(l11)-
hydrate(1/2.5) perchlorate with stimulatory properties of lipase synthesis in the
Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 fungal strain

(57) Abstract:
1

The invention relates to coordination
chemistry and biotechnology, in particular to a
new coordination compound of iron(IIl) with
2,6-diacetylpyridine bis(picolinoylhydrazone),
which exhibits biostimulatory properties of the
synthesis of extracellular lipases in the strain
of Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 mycelial
fungi and can be used in the development of
biotechnologies for the production of lipolytic
enzymes.

According to the invention, claimed is
the coordination compound 2,6-
diacetylpyridine-bis(picolinoylhydrazone)-

2
bis(aqua)iron(Ill)-hydrate(1/2.5)  perchlorate,
with the formula
[Fe(HzL)(Hzo)z](C104)3~2.5H20, wherein H,L
is 2,6-diacetylpyridine
bis(picolinoylhydrazone). The claimed
compound is highly soluble in water, thereby
providing practical use as a stimulator of the
process of synthesis of exocellular lipases in
the strain of Rhizopus arrhizus CNMN FD 03
mycelial fungi.

Claims: 1
Fig.: 1

(54) Ilepxsiopar 2,6-AuaneTnJnupuIuH-0MCc(IIMKOJIMHONJITHIAPA30H)-
ouc(axsa)xenesa(Ill)-ruapar(1/2,5) co cBoiicTBaMH CTUMYJISITOPA CHHTE3a
Jauna3 mrammom rpudoB Rhizopus arrhizus CNMN FD 03

(57) Pedepar:
1
N3o6perenune OTHOCHUTCS K
KOOPJMHAIIMOHHON XUMHU M OHOTEXHOJOTHUH,
B YaCTHOCTH K HOBOMY KOODPJHMHAIIMOHHOMY
COEMHEHUIO xene3a(I1l) c
OuC(IMMKOIMHOMITHIPA30HOM ) 2,6-
JMaleTHIITHPUIIHA, MPOSIBISIFOLIIEMY
CBOMCTBa 6uoctumMyIsTOpa CHHTE3a
BHEKJICTOUHBIX nMma3 ITaMMOM
MUIETHABHBIX TPHOOB Rhizopus —arrhizus
CNMN FD 03 u MoXxeT OBITh HCIOIH30BAHO
npu  pa3paboTKe  OWMOTEXHOJIOTHH  JuIst
MOJTYYSHHUS JTUTIOTUTHIECKUX (PEPMEHTOB.
CornacHo W300pEeTEHUIO, 3aSBISETCS
KOODJMHAIIMOHHOE COEAMHEHHE IepXJopar
2,6-TMane TUIIITHPUANH-

2
OuCc(ITMKOITMHOMITUAPA30H)-
ouc(axsa)xenesa(Ill)-rumpar(1/2,5), c
(bopMynofI [Fe(HzL)(HQO)z](C104)3'2,5H20, B
KOTOPOit H;L MIPECTABISACT coboit
Ouc(ITMKOTMHOUITUAPA30H) 2,6-

JUalEeTUIIMTUPHUINHA. 3asBIsIEeMOe COeIMHEHHE
XOpOIIO pPAacTBOPUMO B BOJE, TEM CaMbIM
obecrieunBasi IMPAaKTUUECKOE MNPUMEHEHHE B
KauyecTBe CTHMYJSITOpa IpoLecca CHHTe3a
BHEKJICTOYHBIX nvmnas IITAMMOM
MULEIHAIBHBIX TPHOOB Rhizopus arrhizus
CNMN FD 03.

I1. popmymsr: 1

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

Inventia se referd la chimia coordinativa si biotehnologie, in mod special la sinteza unui compus
coordinativ nou al fierului(Ill) si bis(picolinoilhidrazona) 2,6-diacetilpiridinei, cu proprietiti de
biostimulator al sintezei lipazelor exocelulare la tulpina de fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD
03 si poate fi utilizat in elaborarea biotehnologiilor pentru obtinerea enzimelor lipolitice.

Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 reprezinta o tulpind de fungi miceliali (micromicetd), care este
producétoare de lipaze exocelulare cu semnificatie biotehnologicd si poate fi utilizatd in industria
microbiologica pentru obtinerea enzimelor lipolitice exocelulare cu spectru larg de aplicare (MD2458 F1
2004.05.31). Tulpina poseda ciclu scurt de dezvoltare (pand la 72 ore) si este receptiva la schimbarile
conditiilor de mediu.

La multe microorganisme o parte considerabila de lipaze exocelulare sunt legate de peretele
celular, ce poate afecta secretia lipazelor in mediul de cultura si inhibarea biosintezei acestora. Includerea
in mediul nutritiv a substantelor cu abilitdti de stimulare a eliberarii lipazelor legate din peretele celular,
spre exemplu, surplus de ioni ai unor metale, accelereaza secretia lipazelor legate in mediul de cultura ce
favorizeaza procesul de biosinteza a lipazelor exocelulare (Fogarty W.M. MukpoOHbie (epMeHTHI u
6uotexHosorus, Mocksa: Arponpomusiar, 1986, c. 189-190).

Este cunoscutd utilizarea in mediul nutritiv a nanoparticulelor de Fe3Os4, 1In calitate de
biostimulator, care asigurd o crestere sporita a capacitatii biosintetice a micromicetelor producitoare de
lipaze exocelulare [1]. Dezavantajul mediului nutritiv ce contine ca biostimulator nanoparticule de FesOs,
constd in faptul cd este necesard dispersarea riguroasa prealabild cu ultrasunet a nanoparticulelor de
Fes0., totodata utilizarea nanoparticulelor prezinta riscuri de sdnatate prin inhalare sau contact cu pielea.
Alt dezavantaj constd in faptul cd 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, poate sa contribuie la sporirea sintezei enzimelor in biotehnologiile de procesare a
substraturilor vegetale (MD4645 B1 2019.08.31).

Este necesar de mentionat ca unii compusi ai metalelor nu poseda proprietdti de biostimulatori ai
sintezei enzimelor, dar din contra, se manifestd ca inhibitori ai biosintezei hidrolazelor (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).

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 exocelulare compusul coordinativ — bis(glicinat) de cupru monohidrat, CuGly,-HO.
Mediul nutritiv pentru cultivare contine (g): fdind de soia — 35,0; (NH4)2SO4 — 1; KH,PO4 — 5,0;
CuGlyz-H20 — 0,005...0,020; apa potabila — pand la 1 L [2]. Dezavantajul analogului proxim consta in
sporirea moderata a biosintezei lipazelor exocelulare (31,2% la concentratia de 0,005 g/L), iar activitatea
maximad 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 proprietiti 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 prin obtinerea unui compus coordinativ nou al fierului(IIT) cu bis(picolinoilhidrazona) 2,6-
diacetilpiridinei.

Esenta inventiei constd in faptul ca se propune in calitate de biostimulator al sintezei lipazelor
exocelulare pentru tulpina de fungi Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 un compus coordinativ nou:
perclorat de 2,6-diacetilpiridin-bis(picolinoilhidrazon)-bis(aqua)fier(I11)-hidrat(1/2,5) cu formula
[Fe(H:L)(H20)21(ClO4)3-2,5H20, in  care HoL  reprezinta baza  Schiff 2,6-diacetilpiridin-
bis(picolinoilhidrazon).

Rezultatul tehnic al inventiei constd in sinteza unui compus coordinativ nou, care sporeste
biosinteza lipazelor la tulpina de fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 cu 1,8...10,9 % fata de
martor. Totodata ciclul de cultivare a tulpinii-producatoare se reduce cu 24 ore (conform sporului obtinut
in prima zi de cultivare).
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Avantajele inventiei revendicate constau in:

- procedeul de sintezd a compusului coordinativ revendicat este simplu in executare, iar substantele
initiale sunt accesibile comercial;

- complexul revendicat manifestd o solubilitate foarte buna in ap4, ceea ce asigura o utilizare practica in
calitate de component al mediului nutritiv;

- compusul coordinativ revendicat manifesta activitate biologica, fapt stabilit prin evaluarea efectului
exercitat asupra biosintezei lipazelor la micromiceta Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 — producétoare
cu semnificatie biotehnologica.

Compusul coordinativ revendicat [Fe(H,L)(H20)2](ClO4)3-2,5H,0, atét si procedeul de sinteza a
lui, datele structurale cat si proprietatile sale biologice nu sunt descrise in Stadiul tehnicii.

Efectul biologic al complexului perclorat de 2,6-diacetilpiridin-bis(picolinoilhidrazon)-
bis(aqua)fier(l11)—hidrat(1/2,5) revendicat a fost evaluat dupa gradul de influenta asupra activitatii
lipolitice a tulpinii de fungi Rhizopus arrhizus. Rezultatele studiului efectului biologic au demonstrat ca
includerea compusului coordinativ [Fe(H2L)(H20)2](ClO4)3-2,5H,0 in mediul de cultivare a micromicetei
Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 exercita influenta beneficd asupra procesului de biosinteza a lipazelor.
Astfel, in prima zi de cultivare activitatea enzimatica a constituit 35000 U/mL (la concentratia de 0,005
g/L), depésind cu 46,3 %, martorul zilei (in prima zi de cultivare) si cu 1,8% maximul martorului (ziua a
2-a de cultivare). In a 2-a zi de cultivare, la aceeasi concentratic a complexului (0,005 g/L) activitatea
lipolitic n varianta experimentald este superioard maximului martorului cu 10,9% — 38125 U-mL™ fatd
de 34375 U-mL?, ziua in care micromiceta manifestdi maximul biosintezei enzimelor lipolitice la
cultivare 1n conditii clasice.

Inventia se explica prin figura ce reprezinta — Structura cationului complex A (a) si a cationului
complex B (b) in [Fe(H2L)(H20)2](ClO04)3-2,5H,0, cu numerotarea partiald a atomilor.

Exemple de realizare a inventiei:

Exemplul 1. Sinteza compusului coordinativ perclorat de 2,6-diacetilpiridin-bis(picolinoilhidrazon)-
bis(aqua)fier(l11)-hidrat(1/2,5), ([Fe(HzL)(H20)2](ClO4)s:2,5H20).

Procedeul de sinteza a acestui complex consta in dizolvarea Fe(ClO4)3-xH20 (0,35 g, 0,75 mmol)
in 5 mL metanol si addugarea la suspensia de HoL - bis(picolinoilhidrazona) 2,6-diacetilpiridinei (0,3 g,
0,75 mmol) in 30 mL metanol. Amestecul reactant este refluxat timp de 4 ore, pana la dizolvarea
completa a HoL. Solutia de culoare brun-neagra este filtrata si lasata pentru evaporare lentd la temperatura
camerei. In patru zile se formeaza cristale in forma de prisme de culoare neagra. Cristalele se separi si se
usuca in aer liber (0,221 g), randamentul constituind 35%. Substanta este solubild in apd, alcooli,
dimetilformamida, dimetilsulfoxid.

Spectrul IR (v, cm™): 3516 m*, 3371 m, 3152 m, 1611 m, 1590 m, 1568 m, 1541 m, 1530 i*, 1510
m, 1479 m, 1454 s*, 1425 m, 1389 m, 1375 i, 1305 m, 1276 m, 1257 s, 1237 m, 1211 s, 1177 m, 1063 f.i,
1035 um, 1007 m, 930 m, 917 m, 809 m, 797 m, 746 m, 702 m, 693 s, 679 m, 653 s, 623 i, 565 s, 532 s,
493's, 443 m.

("intensitatea benzii de absorbtie: f. i - foarte intensivi, i - intensivi, m - medie, s — slabd, um - umdr).

Metoda de sinteza a HoL 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 compusului a fost stabilita, utilizind metoda difractiei razelor
X pe monocristal (tabelul 1).

Ca rezultat al determindrii structurii compusului [Fe(H2L)(H20)2](ClO4)3-2,5H20 a fost stabilit, ca
in celula elementara au fost depistati doi cationi complecsi cristalografic independenti si identici dupa
compozitia chimica (figurd), sase anioni in sfera externa si molecule de apa de cristalizare cu coeficient
diferit de ocupare, fiecare fiind mai mic ca 1. Ca rezultat, a fost demonstrat cad compusul coordinativ este
de naturd ionicd, format din cationi complecsi [Fe(H2L)(H20),]**, anioni ClO4 si molecule de api de
cristalizare, in raport molar 1:3:2,5. Analiza complexului cationic indicd ¢ numarul de coordinare al
ionului Fe(III) este sapte, ca urmare la ionul de metal ligandul de tip baza Schiff coordineaza pentadentat
prin setul de atomi donori de electroni N3O, atomii fiind situati in planul ecuatorial, iar poliedrul de
coordinare este completat de doud molecule de apd coordinate in pozitii apicale pand la 0 geometrie
pentagonal- bipiramidala (figura).

Distantele interatomice din planele ecuatoriale ale poliedrelor de coordinare ale ionului Fe(ll)
sunt urmitoarele, A: Fe(1)-O(1A)/Fe(2)-O(1B) = 2,060(3)/2,069(4); Fe(1)-O(2A)/Fe(2)-0(2B) =
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2,072(3)/2,069(4); Fe(1)-N(3A)/Fe(2)-N(3B) = 2,193(4)/2,186(4); Fe(1)-N(4A)/Fe(2)-N(4B) =
2,200(4)/2,197(4); Fe(1)-N(5A)/Fe(2)-N(5B) = 2,193(4)/2,190(4), iar apical: Fe(1)-O(1w) = 2,038(4);
Fe(1)-O(2w) = 2,007(4)/Fe(2)-0O(3w) = 2,002(4); Fe(2)-O(4w) = 2,037(4). Datele structurale referitor la
pozitionarea atomilor de hidrogen din H>L au evidentiat transferul de protoni de la atomii de azot
N(Q2A)/N(2B) si N(6A)/N(6B) la atomii de azot heterociclici terminali (N(1A)/N(1B) si N(7A)/N(7B)).
Acest fapt este confirmat de unghiurile CNC din inelele piridinice de origine hidrazidicd. Valoarea
unghiului CNC al atomului N(1A)/N(1B) este 121,9°/122,1° si al N(7A)/N(7B) — 123,1°/123,01°.

In cristal, pe langa fortele electrostatice ce actioneaza intre cationii complecsi si anioni, toate
componentele, inclusiv i moleculele de apa de cristalizare, sunt legate intre ele printr-un sistem de
legaturi de hidrogen intermoleculare. Din aceastd informatie se poate concluziona ca cationii complecsi
sunt legati prin legaturi de hidrogen cu anionii, antrenand atat gruparile NH din fragmentele picolinice ale
bazelor Schiff, cat si moleculele de apa coordinate in calitate de donori de proton, acceptori fiind atomii
de oxigen din anionii ClIO4". In cristal moleculele de apa de cristalizare formeaza legaturi de hidrogen de
tipul O(w)—H---O(w) si O(w)—H---O, care unesc aceste molecule atét intre ele, cit si cu anionii. Pe langa
aceasta, ultimele sunt antrenate in legaturi de hidrogen in calitate de acceptor, donori de proton fiind
moleculele de apa coordinate. Structura cristalind este stabilizatd suplimentar de un sir de legaturi
intermoleculare fine de tipul C—H---O.

Tabelul 1
Date cristalografice si parametrii de structurd pentru [Fe(H;L)(H20)2](ClO4)3-2,5H,0
Formula empirica Cu2HssFe2N14037
Mr 1673,40
Singonia Triclinica
Grupul spatial P-1
z 2
a(A) 13,4972(5)
b(A) 16,7467(7)
c(A) 17,1179(5)
o(grad) 89,179(3)
B(grad) 71,646(3)
v(grad) 70,421(4)
V (A% 3442,0(2)
D¢ (g/cm %) 1,615
u(mm-t) 0,758
F(000) 1712
Dimensiunile cristalului (mm?) 0,45x0,40x0,08
Reflexele colectate/unice 22302/12757 [R(int) = 0,0250]
Parametri fitati 961
GOF on F? 1,004
R1, WR; [I>26(1)] 0,0905; 0,2680
R1, WR> (pentru toate reflexele) 0,1362; 0,3097

Exemplul 3. Aplicarea complexului revendicat [Fe(HzL)(H20)2](ClO4)3-2,5H20 in tehnologia
cultivirii tulpinii de fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 - producitor de lipaze
exocelulare.

Tulpina de fungi miceliali Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 s-a cultivat in baloane Erlenmeyer cu
capacitatea de 0, 75 L, care contine 0,2 L mediu nutritiv cu compozitia, (g): faina de soia — 35,0; KH2PO4
—5,0; (NH4)2S04 — 1,0; [Fe(H2L)(H20)2](ClO4)3-2,5H,0 — 0,005-0,015; apa potabild pana la 1,0 L; pH-ul
initial al mediului — 8,0. Mediul nutritiv se inoculeaza cu suspensie de spori i miceliu in cantitate de 5%
v/v, obtinutd prin spalare cu apa distilata sterild a culturii de 30 zile, crescuta pe suprafete inclinate de
malt-agar. Cultivarea se realizeazd in conditii de agitare continud (200 rot.-min.), timp de 48 ore, la
temperatura de 28°C.

Activitatea lipoliticd maximald, determinatd dupd gradul de hidroliza a suspensiei de ulei de
masline 1n alcool polivinilic pana la acid oleic prin metoda titrimetrica Otto-lamada (I'pauea .M. u mp.
JlabGopaTopHBIii MPAKTHKYM 10 TEXHOJIOTHH (hepMEHTHBIX mpernapaTtoB. M., JIErkas u mumy. mpom., 1982, c. 75-
76), in variantele experimentale cu aplicarea compusului coordinativ [Fe(HzL)(H20)2](ClO4)3-2,5H,0 s-a
marcat in a 2-a zi de cultivare si a constituit 38125 U-mL™ la concentratia 0,005 g-L™, fatd de 34375
U-mL! maximul martorului in aceeasi zi (a doua) de cultivare. in prima zi de cultivare maxima a
constituit 35000 U-mL™? la concentratia de 0,005 g-L, urmati de 29458 U-mL™, la concentratia de 0,010
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g-L%, depasind cu 23,3 - 46,3%, nivelul martorului zilei (23930 U-mL™) si cu 1,8% cota superioard a
probei martor (34375 U-mL™?) relevatd in a 2-a zi de cultivare, fapt ce pune in evidentd posibilitatea
reducerii duratei de cultivare cu 24 ore (tabelul 2), care la rdndul sdu ar reduce cheltuielile energetice.
Tabelul 2
Influenta compusului coordinativ [Fe(H2L)(H20)2](ClO4)3-2,5H,0 asupra activititii lipolitice a
micromicetei Rhizopus arrhizus CNMN FD 03

Concen. | 12 Zi az-azi
Medii nutritive biost.,  |Activitatea, | %, fati delActivitatea, | %, fatdi de
o/L U-mL! martor U-mL! martor
Experimental cu biostimulator 0,005 35000 146,3/101,8* 38125 110,9
[Fe(HL)(H20)5](CI04)3-2,5H;0 0,010 29458 123,2 33125 96,4
0,015 22750 95,1 26875 78,2
Martor (fara biostimulator) - 23930 100,0 34375 100,0

*146,3/101,8 - fatd de martorul zilei/fata de maximul absolut al martorului (ziua a 2-a).

Multumiri: Rezultatele incluse in cererea de brevet de inventie au fost realizate in cadrul a doua
proiecte din “Programul de stat (2020-2023)”, finantate de ANCD: 20.80009.5007.28 cu titlul:
”Elaborarea noilor materiale multifunctionale si tehnologii eficiente pentru agriculturd, medicina, tehnica
si sistemul educational in baza complecsilor metalelor ,s” si ,d” cu liganzi polidentati” si
20.80009.5007.15 cu titlul: ,,Implementarea principiilor ingineriei cristalelor si cristalografiei cu raze X
pentru designul §i crearea materialelor hibride organice/anorganice cu proprietati avansate fizice si
biologic active functionale”.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. MD 4532 B1 2017.11.30
2. MD 2709 F1 2005.02.28

(57) Revendicari:

Perclorat de 2,6-diacetilpiridin-bis(picolinoilhidrazon)-bis(aqua)fier(l11)-hidrat(1/2,5) cu formula
[Fe(H2L)(H20)2](ClO4)3-2,5H,0, in care HoL reprezinta bis(picolinoilhidrazona) 2,6-diacetilpiridinei,
care manifestd proprietati de stimulator al sintezei lipazelor la tulpina de fungi Rhizopus arrhizus CNMN
FD 03.
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