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(57) Rezumat:
1

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

Conform inventiei, se revendicd un
compus coordinativ nou nitrat de 2,6-
diacetilpiridin-bis(picolinoilhidrazon)-
bis(aqua)fier(Ill)-hidrat(1/2,5) cu formula
[FG(HQL)(HQO)Q](NO3)3-2,5H20, in care H,L
reprezinti bis(picolinoilhidrazona) 2,6-

2
diacetilpiridinei. Compusul revendicat este
bine solubil in apd, ceea ce asigurd o utilizare
practicd in calitate de component al mediilor
nutritive.

De asemenca, se revendicd un mediu
nutritiv pentru cultivarea tulpinii de fungi
Rhizopus arrhizus CNMN FD 03, care contine,
g. faind de soia — 35,0, KH,POs - 5,0;
(NH4)ZSO4 - 1,0;
[Fe(H.L)(H,0),](NOs)3-2,5H,0 -
0,005...0,015; apa potabild — pand la 1 L.
Biostimulatorul asigurd atingerea maximului
de activitate lipoliticd in prima zi de cultivare.

Revendiciri: 2

Figuri: 2



(54) 2,6-Diacetylpyridine-bis(picolinoylhydrazone)-bis(aqua)iron(III)
—hydrate(1/2.5) nitrate with stimulatory properties of the synthesis of lipases in
the Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 fungi strain and nutrient medium for

cultivation

(57) Abstract:
1

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

According to the invention, a new
coordination compound 2.6-diacetylpyridine-
bis(picolinoylhydrazone)-
bis(aqua)iron(IlT)-hydrate(1/2.5) nitrate with
the formula [Fe(HZL)(HQO)Q](NO3)3‘2.5H20,
wherein ~ H,L is  2,6-diacetylpyridine

2
bis(picolinoylhydrazone). The claimed
compound is highly soluble in water, thereby
providing practical use as a component of
nutrient media.

Also, a nutrient medium for
cultivation of Rhizopus arrhizus CNMN FD 03
fungi strain is claimed, which comprises, g:
S0y flour - 35.0; KH2P04 - 5.0; (NH4)QSO4 -
1.0; [Fe(H.L)(H20)2](NO3)3-2.5H,0 -
0.005...0.015; drinking water -upto 1 L.

The biostimulant provides for the
achievement of the maximum lipolytic activity
on the first day of cultivation.

Claims: 2

Fig.: 2

(54) Hutpar 2,6-quane THIINHPHANH-0UC(MUKOJTHHOUITHAPA3OH )-
ouc(axksa)xenezo(I1l)-ruapar(1/2,5) ¢ cBOMCTBAMH CTUMYJISTOPA CHHTE3A JIUMA3
mrammom rpudos Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 u nurareibHas cpexa ajs

KYJbTHUBHPOBAHHS

(57) Pedepar:
1

H3o06percHue OTHOCHTCA K
Koop/:[m{aunonnoﬁ XUMHH H 6I/IOT6XHOJ'IOI‘I/II/I,
B YaCTHOCTH K HOBOMY KOOPAWHAITHOHHOMY
COCIMHCHUIO sxenesa(1ll) c
OHC(TIMKO TMHOUIITHAPA30HOM ) 2,6-
JHALCTUIIHPUANHA, MPOSBILIOIIEMY
CBO¥icTBa OHOCTHMY IATOPA CHHTE3a
BHCKJICTOYHBIX JINIIA3 mTaMMOM
MHULCTHATBHBIX TpuOOB Rhizopus arrhizus
CNMN FD 03 u MOXeT OBITh HCIIOJIb30BAHO
U CO3JaHMS OMOTEXHOJOTHI UL IOy YCHHS
JHTIOTATHYCCKAX (DePMECHTOB.

CormacHO HM300PCTCHHIO, 3asABIACTCA
HOBOC KOOPAMHALIHOHHOEC COCAMHCHHC HHTPAT
2,6-IuALCTUITHPAAHH-
OHC(TIMKO TMHOUITTHAPA30H) -
onc(axsa)xeneso(Il)—rumpar(1/2,5) c
(bOpMYHOﬁ [Fe(HZL)(HQO)Q](NO3)3‘2,5H20, B
KOTOpOii H,L MPSACTABIICT co0o#

2

OHC(ITHKO TMHO M HAPA30H) 2,6-
JUALCTHIMUPAANHA. 3asBIICMOC COCIHHCHHC
XOPOIIO PAcTBOPHMO B BOJC, TEM CAMBIM
obecrieynBast MPAKTHYECKOE UCTIONb30BAHNE B
KayecTBE KOMIIOHCHTA MMUTATEIBHBIX CPE.

Tawke, 3aIBIICTCA  NHTATCIbLHAS
cpeaa Uil KyJIbTHBHPOBAHWS INTaMMa IprOOB
Rhizopus arrhizus CNMN FD 03, xortopas
COJZICPIKHUT, T: COEBYIO MyKy — 35,0; KHoPO4 —
5,0; (NH4)ZSO4 - 1,0;
[Fe(H,L)(H20),](NOs)3-2,5H,0 -
0,005...0,015; nureeByr0o BOOZy — a0 1 1.
BuoctumysiTop  o0ecnieuynBacT IOCTHKCHHC
MaKCHMyMa JIUIIOJIUTHYCCKOW AKTHBHOCTH B
TICPBBIH JCHD KYIbTHBHPOBAHIS.

I1. popmymer: 2

Our.: 2
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Descriere:

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

Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 reprezintd o tulpind de fungi miceliali (micromicetd), care este
producitoare de lipaze exocelulare cu semnificatic biotehnologicd si poate fi utilizatd in industria
microbiologicd pentru obtinerea enzimelor lipolitice exocelulare cu spectru larg de aplicare. Pentru
cultivarea tulpinilor de micromicete producitoare de lipaze se utilizeaza medii nutritive, care includ saruri
minerale (diferite modificdri ale mediului Czapek) si inductori ai sintezei lipazelor — ingrediente naturale
cu continut de componente lipidice — fdind de soia, fiind de porumb, extract de porumb, extract de
drojdii, tarate de grau ezc.

Este cunoscut mediul de cultivare in conditii clasice a tulpinii de fungi Rhizopus arrhizus CNMN
FD 03 cu urmitoarca compozitie, g: find de soia — 35,0; (NH4)>SO4 — 1,0; KH,PO4— 5,0; apa potabila —
pand la 1 L; pH-ul initial — 8,0 [1]. Dezavantajul mediului de cultivare in conditii clasice constd in nivelul
redus al biosintezei lipazelor exocelulare.

Componentele lipidice prezente in cantititi mici in ingredientele din compozitia mediului
stimuleazd efectiv biosinteza lipazelor (Fogarty W.M. MukpoOHble (epMEHTHI W OHOTEXHOJOTHS.
Mocksa: Arpompommsmat, 1986, p. 317). La multe microorganisme o parte considerabild 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 abilititi de stimulare a
eliberdrii lipazelor legate de peretele celular, spre exemplu, surplusul de ioni ai unor metale, accelereaza
secretia lipazelor in mediul de culturd ce favorizeaza procesul de biosinteza a lipazelor exocelulare.

Este cunoscutd utilizarea in mediul nutritiv a nanoparticulelor de Fe3O4, in calitate de
biostimulator, care asigurd o crestere sporitd a capacititii biosintetice a micromicetelor producitoare de
lipaze exocelulare [2]. Dezavantajul mediului nutritiv ce contine ca biostimulator nanoparticule de FezO.,
constd in faptul cd este necesard dispersarca riguroasd prealabild cu ultrasunet a nanoparticulelor de
Fe3Q4, totodata utilizarea nanoparticulelor prezintd riscuri de sdnitate prin inhalare sau contact cu piclea.
Alt dezavantaj consta in faptul cd desi activitatea lipoliticd este destul de inaltd, 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 biotechnologiilor de cultivare a
microorganismelor, pot uncori sd contribuie la sporirea sintezei enzimelor in biotehnologiile de procesare
a substraturilor vegetale (MD 4645 B1 2019.08.31).

Este necesar de mentionat ci unii compusi ai metalelor nu poseda proprietiti de biostimulatori ai
sintezei enzimelor, ci din contra, s¢ manifestd ca inhibitori ai biosintezei acestor lipaze (Bulhac 1. et al.
Structure and some biological properties of Fe(Ill) 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 apropiati solutie) poate fi considerat mediul nutritiv pentru
cultivarca 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>0. Mediul nutritiv pentru cultivare contine, g: fiind de soia — 35,0; (NH4).S04— 1,0; KH>PO,4 -
5,0; CuGly,>-H20 - 0,005...0,020; apa potabild — pani la 1 L [3]. Dezavantajul analogului proxim consta
in sporirca moderatd a biosintezei lipazelor exocelulare (31,2 — 49,9%), iar activitatca maximid de
biosintezi a lipazelor exocelulare se observa in a doua zi de cultivare a tulpinii Rhizopus arrhizus CNMN
FD 03.

Problema tehnicd pe care o rezolva inventia consta in:

- extinderea gamei de compusi coordinativi cu proprietdti de biostimulatori prin obtinerea unui
compus coordinativ nou al fierului(IIl) 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 submersd a tulpinii de fungi Rhizopus arrhizus CNMN
FD 03, utilizarea caruia intensifica biosinteza lipazelor exocelulare si reduce ciclul de cultivare a tulpinii-
producitoare prin atingerea mai rapidd a maximului de activitate lipolitica.
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Esenta inventici constd 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(Ill)—hidrat(1/2,5) cu formula [Fe(H,L)(H.0)](NOs3)3-2,5H,0, in
care H,L 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 cdruia se¢ include suplimentar in calitate de stimulator al biosintezei
lipazelor exocelulare compusul coordinativ sus-mentionat, in urmditorul raport cantitativ al
componentelor, g: fiind de soia — 35,0; KH2PO4 — 5,0; (NH4)>SO4 — 1,0; [Fe(H>L)(H20)2]1(NO3)3-2,5H,0
—0,005...0,015, apd potabild — panala 1 L.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in sporirea biosintezei lipazelor la tulpina de fungi miceliali
Rhizopus arrhizus CNMN FD 03 cu 16 % fatd de analogul proxim si 17...83 % fatd de martor (fard
biostimulator) in ziua a 2-a de cultivare, totodata ciclul de cultivare a tulpinii-producitoare 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 buni in apa, ceea ce asigurd o utilizare practicd 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)(H>0):](NO3)s-2,5H>0, atat si procedeul de sintezd a
Iui, datele structurale cat si proprietitile sale biologice nu sunt descrise in Stadiul tehnicii.

Efectul biologic al complexului nitrat de 2,6-diacetilpiridin-bis-(picolinoilhidrazon)-bis-
(aqua)fier(IlT)—hidrat(1/2,5) revendicat a fost evaluat dupd gradul de influentd asupra activitatii lipolitice
a tulpinii de fungi Rhizopus arrhizus. Rezultatele studiului efectului biologic au demonstrat ca includerea
compusului coordinativ [Fe(H2L)(H20)>](NO3)3-2,5H>0 in mediul de cultivare a micromicetei Rhizopus
arrhizus exercitd influentd beneficd asupra procesului de biosintezi 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% — superioard martorului din ziva a 2-a — ziva in care micromiceta manifestd maximul
biosintezei enzimelor lipolitice la cultivare in conditii clasice.

Inventia se explica prin figurile ce urmeaz3 si reprezinta:
fig. 1 — structura cationului complex [Fe(H>L)(H>0):]** cu notarea partiald a atomilor;
fig. 2 — formarea dimerului centrosimetric din cationi complecsi.

Exemple de realizare a inventiei
Exemplul 1. Sinteza compusului coordinativ nitrat de 2,6-diacetilpiridin-bis(picolinoilhidrazon)-
bis(aqua)fier(III)—hidrat(1/2,5) ([Fe(HzL)(H20)2](NO3)3-2,5H20)

Procedeul de sintezd a acestui complex constd in dizolvarea Fe(NO3)3:-9H,0 (0,1 g, 0,25 mmol) in
5 mL apa si addugarea la suspensia de bazi 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 dizolvarca
completa a agentului de coordinare. Solutia de culoare brun-neagra este filtratd si 14sati pentru evaporare
lenti la temperatura camerei. in patru zile se formeazi cristale sub formi de prisme de culoare neagri.
Cristalele se separd si se usucd in aer liber (0,036 g), randamentul constituind 83 %.

Rezultatele analizei elementale (%) pentru Co1HgFeN1gOis 5

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

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

Substanta este solubild in apd, alcooli, dimetilformamid3, 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 1, 1303 1, 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, 8§14 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: T. i - foarte intensivd, i - intensivi, m - medie, s - slaba).

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

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

Ca rezultat al determindrii structurii complexului [Fe(H>L)(H20):](NO3)3-2,5H,0 a fost stabilit,
cd acesta este de naturd ionici, format dintr-un cation complex ([Fe(H,L)(H20),]** (fig. 2), anioni NOs" si
molecule de apd de cristalizare in sfera externd. Analiza compusului coordinativ indicd ¢d numdrul de
coordinare al ionului Fe(IIl) este sapte, in care ligandul de tip bazad Schiff coordincazi pentadentat prin
setul de atomi donori de electroni N3O, completat de doud molecule de apa coordinate in pozitii apicale
pand la o geometrie in forma de bipiramidd pentagonala (fig. 1).

Tabelul 1
Date cristalografice si parametrii de structurd pentru [Fe(H,L)(H>0):](NO3)3-2,5H,0
Formula empirica C21HosFeN1901s 5
Mr 724,38
Singonia Triclinica
Grupul spatial P-1
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(A% 1492,92(12)
De (g/em —3) 1,611
wmm™) 0,596
F(000) 748
Dimensiunile cristalului (mm?) 0,5x0,25x0,18
Reflexele colectate/unice 9737/5553 [R(int) = 0,0220]
Parametri fitati 456
GOF on F? 1,008
R1, wRy [>26(D)] 0,0473; 0,1290
Ry, WR; (pentru toate refexele) 0,0596; 0,1399

Distantele interatomice din planul ecuatorial al poliedrului de coordinare al Fe(IIl) 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 hidrazidicd. Valoarea unghiului
CNC al atomului N(1) este 122,27° si al N(7) - 122,73°.

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

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

Tabelul 2
Parametrii legaturilor de hidrogen din cristal
D-H---A Distanta interatomici, A Unghiul DHA, | Transformarea
D-H H---A D--A grad simetrica 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,-7+2
O(1w)-H(1w1)...0(2) 0,85 2,06 2,884(3) 161 -X+1,-y+2,-7+1
O(1w)-H(2w1)...0(3) 0,85 2,11 2,710(4) 127 -X+1,-y+1,-7+1
O(Iw)-H2w1)...0(5) 0,85 2,41 3,259(4) 174 -X+1,-y+1,-7+1
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O2w)-H(1w2)...0(7) 0,85 1,87 2,715(3) 169 X+ 1,-y+1,-z+1
O3w)-H(1w3)...0(4) 0,85 1,96 2,783(4) 164 x+1,y,z
O(3w)-H(2w3)...0(10) | 0,85 1,99 2,822(4) 166 X+ 1,-y+1,-z+1
OBw)-H2w3)...0(11) | 0,85 2,52 2,945(4) 112 X+ 1,-y+1,-z+1
Odw)-H(1w4)...0(6) 0,98 1.81 2,754(5) 169 Xy,z+1
O@dw)-H2w4)...03w) | 0,98 1,98 2,865(4) 154 X+ 1,-y+1,-z+1
O(5w)-H(1wS)...0(4w) | 0,88 1,99 2,804(7) 155 X, Y, 2
O(5w)-H(1w5)...0(5w) | 0,88 2,57 2987(12) | 112 X,-y+1,-z24+2
O(5w)-H(2wS)...0(dw) | 0,87 231 3,132(8) 160 X,-y+1,-7+2
O(5w)-H(1w5)...0(5w) | 0,88 2,57 2987(12) | 112 X,-y+1,-7+2

Exemplul 3. Evaluarea efectului complexului [Fe(H:L)(H20)2](NO3)3-2,5H20 in calitate de
component al mediului nutritiv asupra activititii 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: faini de soia — 35,0; KH,PO, -
5,05 (NH4)2804 — 1,05 [Fe(HoL)(H20)2](NO3)3-2,5H,0 — 0,005-0,015; apd potabild pana la 1,0 L, pH-ul
initial al mediului — 8,0. Mediul nutritiv se inoculeazi cu suspensic de spori si miceliu in cantitate de 5%
v/v, obtinutd prin spalare cu apa distilatd sterild a culturii de 30 zile, crescutd pe suprafete inclinate de
malt-agar. Cultivarea se realizeazi in conditii de agitare continud (200 rot.-min.”!), timp de 48 ore, la
temperatura de 28°C.

Activitatea lipoliticA maximald, determinatd dupd gradul de hidrolizd a suspensiei de ulei de
misline in alcool polivinilic pani la acid oleic dupd metoda titrimetricd Otto-lamada (I'pau¢sa UM. u mp.
JIabGopaTOPHBIf MPAKTHKYM IO TCXHOIOTHH (DCPMCHTHBIX mpenaparos. M., JIErkas u mum. mpom., 1982, p.75-
76), in variantele experimentale cu aplicarea compusului coordinativ [Fe(H,L)(H>0):](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-L!. Maximul biosintezei se manifestd in
varianta cu concentratia 0,005 g-L! si constituie 67246 U-mL"! fatd de 36800 U-ml! maxima variantei
martor in ziua a doua de cultivare si fatd 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(H,L)(H>0),](NO3)3-2,5H>O asupra activitatii lipolitice a
micromicetei Rhizopus arrhizus CNMN FD 03

l-azi a2-azi a3-azi
=
. . . =) * . 2 3
Mediul nutritiv studiat g=1 o ’q s 5 < =
g £ = 2 & £ g
s g Q B Q g o
Sal|l = c 2z ° T <
g5 =E 5 o S E S S =B .o
8% 25| €8 |25 | £&8| &5 |<E
Cu biostimulator 5 67246 P81/183/116* | 47368 129 5625 100,0
[Fe(H2L)(H20)2](NO3)3 10 49178  P06/134 46632 127 5000 89
- 2,5H,0 15 43216 [181/117 33440 |91 5625 100,0
Martor - 23930 100,0 36800 100,0 | 5625 100,0
(fard biostimulator)
Mediul, conform analogului | - - - 58068
proxim

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

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




MD 4827 B1 2022.10.31
7
(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. MD 2458 F1 2004.05.31
2.MD 4532 B1 2017.11.30
3. MD 2709 F1 2005.02.28

(57) Revendiciri:

1. Nitrat de 2,6-diacetilpiridin-bis(picolinoilhidrazon)-bis(aqua)fier(Il)-hidrat(1/2,5) cu formula
[Fe(H,L)(H20):](NO3)3-2,5H-0, in care H>L reprezintd bis(picolinoilhidrazona) 2,6-diacetilpiridinei, care
manifestd proprietiti de biostimulator al sintezei lipazelor la tulpina de fungi Rhizopus arrhizus CNMN
FD 03.

2. Mediu nutritiv pentru cultivarea tulpinii de fungi Rhizopus arrhizus CNMN FD 03, care contine
faind de soia, (NH4)>SO4, KH>PO, si un biostimulator al sintezei lipazelor, caracterizat prin aceea ca in
calitate de biostimulator se utilizeazd compusul definit in revendicarea 1, in urmétorul raport cantitativ al
ingredientelor, g:
faina de soia — 35,0;

KH>PO4 - 5,0;

(NH4)st4 - 1,0;
[Fe(H>L)(H>0)2](NO3)3-2,5H0 — 0,005...0,015;
apd potabild —panalal L.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuald
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova



MD 4827 B1 2022.10.31

Fig. 1

Fig. 2



AGENTIA DE STAT PENTRU PROPRIETATEA INTELECTUALA A REPUBLICII MOLDOVA

RAPORT DE DOCUMENTARE

1. Datele de identificare a cererii

(21) Nr. depozit: a 20210014 (32) Data de prioritate recunoscuta:

(22) Data depozit: 2021.03.29 Raport de documentare internationala: [ | da
(71) Solicitant: INSTITUTUL DE CHIMIE AL MEC, MD; INSTITUTUL DE FIZICA
APLICATA, MD; INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE SI BIOTEHNOLOGIE, MD

(54) Titlu: Nitrat de 2,6-diacetilpiridin-bis(picolinoilhidrazon)-bis(aqua)fier(III)-hidrat(1/2,5)
cu proprietiti de stimulator al sintezei lipazelor la tulpina de fungi Rhizopus arrhizus CNMN
FD 03 si mediu nutritiv pentru cultivare

II. Clasificarea obiectului inventiei:
(51) Int.Cl: CO7D 213/86 (2006.01) CI2N 1/38 (2006.01)
CO07D 213/50 (2006.01) CI2N 9/20 (2006.01)
CO7F 15/02 (2006.01) CI2R 1/845 (2006.01)
CI2N 1/14 (2006.01)

III. Colectii si Baze de date de brevete cercetate (denumirea, termeni caracteristici, ecuatii de
cautare reprezentative)

MD - Intern « Documentare Inventii» (inclusiv cereri nepublicate; trunchiere automata
stanga/dreapta):

CO07D 213/86 C07D 213/50 CO7F 15/02 C12N 1/14 CI12N 1/38 CI12N 9/20 CI12R 1/845
coordinativ, fier, bis(picolinoilhidrazona) 2,6-diacetilpiridinei, biostimulator, lipaze, Rhizopus
arrhizus, mediu nutritiv

"Worldwide" (Espacenet):

CO7D 213/86 CO7D 213/50 CO7F 15/02 CI12N 1/14 CI2N 1/38 C12N 9/20 CI2R 1/845

Iron complex, 2,6-diacetylpyridine bis(picolinoylhydrazone), nitrate of 2,6-diacetylpyridine-
bis(picolinoylhydrazone)-bis(aqua)iron(III)-hydrate(1/2,5), lipolytic enzymes, nutrient medium,
Rhizopus arrhizus

EA, CIS (Eapatis):

CO07D 213/86 CO7D 213/50 CO7F 15/02 CI12N 1/14 C12N 1/38 C12N 9/20 C12R 1/845
KoopanHamonHoe coequHeHne jkemnes3a, OWC(MHMKOJIMHOMITHAPA3OH) 2,0-ITualeTUINHpPUANHA,
OMOCTUMYJISITOD, JIMIA3bI, MUTATENbHAS cpena, Rhizopus arrhizus

IV. Baze de date si colectii de literaturd nonbrevet cercetate

V. Documente considerate a fi relevante

Categoria* | Date de identificare ale documentelor citate si, unde este | Numarul revendicarii
cazul, indicarea pasajelor pertinente vizate
A,D MD 2458 F1 2004.05.31 1,2
A,D MD 4532 B1 2017.11.30 1,2
A,D,C MD 2709 F1 2005.02.28 1,2
A MD 4645 B1 2019.08.31 1,2
A MD 2833 F1 2005.08.31 1,2
A MD 1748 F1 2001.09.30 1,2




A MD a 2019 0007 A2 2020.08.31 1,2

A MD a 2020 0002 A2 2020.08.31 1,2

A Alex Bonardi, Curzio Merlo, Corrado Pelizzi, Giancarlo | 1
Pelizzi, Pieralberto Tarasconi and Fabrizio Cavatorta.
Synthesis, spectroscopic and structural characterization of
mono- and bi-nuclear iron(Ill) complexes with 2,6-
diacetylpyridine bis(acylhydrazones). Journal of the
Chemical Society, Dalton Transactions, 1991, 4, p. 1063-
1069, gasit in Internet la data 2022.04. 27 URL:
<ht B8.180.0 i 3
HIG01D63>,

A Hecsatauxk A A., Tropuna XXII., Kmanko C.®., Crparan | 1,2

M.B,, Jlabmok C.B, bonora O.A., Kopormuany 2.b., Puxa
AIl, bynxak WM. Hekoropble acmnekTbl OHOCHHTE3a
BHEKJIETOYHBIX THApPOJNA3 MHUKPOMULIETOB U3 DOJAOB
Rhizopus u Aspergillus B mpHCyTCTBUM KOMILJIEKCHBIX
coeqnHeHuii  kobampta(lll) ¢ dropconmepkammumu

annoHamu. Buletinul Academiei de Stiinte a Moldoveli,
Stiintele vietii, nr. 1 (310), 2010, pag. 121-128, gésit in
la

Internet data URL:

2022 06.20

* categoriile speciale ale documentelor citate:

A — document care defineste stadiul anterior
general

T — document publicat dupa data depozitului sau a
prioritatii invocate, care nu apartine stadiului
pertinent al tehnicii, dar care este citat pentru a
pune in evidenta principiul sau teoria pe care se
bazeazd inventia

E — document anterior dar publicat la data depozit
national reglementar sau dupa aceasta data

X — document de relevanta deosebitd: inventia
revendicatd nu poate fi consideratd noud sau
implicand activitate inventiva cand
documentul este luat in consideratie de unul
singur

D — document mentionat in descrierea cererii de
brevet

Y — document de relevanta deosebitd: inventia
revendicatd nu poate fi considerata ca
implicand activitate inventiva cand
documentul este asociat cu unul sau mai
multe documente de aceiagi categorie

O - document referitor la o divulgare orald, un
act de folosire, la o expozitie sau la orice alte
mijloace de divulgare

C — document considerat ca cea mai apropiata
solutie

& — document, care face parte din aceeasi familie de
brevete

P - document publicat inainte de data de
depozit, dar dupa data prioritatii invocate

L — document citat cu alte scopuri

Data finalizarii documentarii, 2022.06.24

Examinator, LEVITCHI Svetlana




	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - CLAIMS
	Page 8 - DRAWINGS
	Page 9 - SEARCH_REPORT
	Page 10 - SEARCH_REPORT

