MD 1772 7 2025.04.30
REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat
pentru Proplg'iet}ltea Intelectuala (1 1772 (13) Z
(51) Int.Cl: AOIN 43/653 (2006.01)
AOQIP 3/00 (2006.01)
CO7D 405/06 (2006.01)
CO7D 249/08 (2006.01)
CO07D 317/28 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

(21) Nr. depozit: s 2024 0044 (45) Data publicarii hotirarii de
(22) Data depozit: 2022.12.02 acordare a brevetului:
2024.09.30, BOPI nr. 9/2024
(67) Numarul cererii transformate si data
transformarii: a 2022 0053; 2024.05.21

(41) Data publicarii cererii: 2024.06.30, BOPI
nr. 6/2024

(71) Solicitant: INSTITUTIA PUBLICA UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

(72) Inventatori: MACAEV Fliur, MD; LUPASCU Galina, MD; STANGACI Eugenia, MD;
POGREBNOI Serghei, MD; SUCMAN Natalia, MD; LUPASCU Lucian, MD;
GAVZER Svetlana, MD; CRISTEA Nicolae, MD

(73) Titular: INSTITUTIA PUBLICA UNIVERSITATEA DE STAT DIN MOLDOVA, MD

MD 1772 Z. 2025.04.30

(54) Utilizarea clorurii de 4-(2-(2,4-diclorfenil)-2-oxoetil)-1-((2-(2,4-diclorfenil )-4-
propil-1,3-dioxolan-2-il)metil)-1H-1,2,4-triazol-4-iu in calitate de compus activ
contra fungilor Fusarium avenaceum si Fusarium oxysporum

(57) Rezumat:

Inventia se referd la chimie si agriculturd, in special la utilizarea unui derivat cuaternar al
1,2,4-triazolului in calitate de remediu fungicid contra Fusarium avenaceum si Fusarium oxysporum.

Conform inventiei, se revendicd utilizarea clorurii de 4-(2-(2,4-diclorfenil)-2-oxoetil)-1-((2-
(2,4-diclorfenil)-4-propil-1,3-dioxolan-2-i)metil)-1/7-1,2 4-triazol-4-iu in calitate de compus activ
contra ciupercilor fitopatogene din speciile F. avenaceum si F. oxysporum —unii dintre agentii cauzali
ai putregaiului de radicina.

Rezultatul tehnic constd in sporirea activitétii fungitoxice a compusului din inventie In raport
cu cea mai apropiatd solutie cu 24...64% pentru F. avenaceum si cu 14...52% pentru F. oxysporum, in
intervalul de concentratii 0,01....0,00125%.

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

Inventia se referd la chimie si agriculturd, si in special la utilizarea unui derivat cuaternar al
1,2, 4-triazolului in calitate de remediu fungicid contra fungilor Fusarium avenaceum i Fusarium
OXySporum.

Fungii F. avenaceum si F. oxysporum sunt agenti patogeni ai putregaiului de radécini la grau si
al maladiilor spicelor la culturile paioase (Lupascu G. Putregaiul de radicind la graul comun de toamna.
Chisinau: Print-Caro, 2020, 120 p.).

Conform datelor recente, contaminarea crescutd a culturilor de grau si orz din Europa si Asia cu
micotoxine emergente, cum ar fi eniatinele sau bovericina, produse de F. avenaceum sugereazi cd aceast
specie ar putea fi implicatd in viitoarele crize de sigurantd alimentard (Ponts N., Gautier Ch., Gouzy J. et
al. Evolution of Fusarium tricinctum and Fusarium avenaceum mitochondrial genomes is driven by
mobility of introns and of a new type of palindromic microsatellite repeats. BMC Genomics, BioMed
Central, 2020, 21(1), 358 (10,1 186/31 2864-020-6770-2).

Intrucét speciile Fusarium, ca si multe alte micromicete, usor se adapteaza la preparatele chimice
utilizate in masurile de protectie a plantelor, sunt deosebit de actuale cercetirile cu privire la identificarea
noilor compusi cu activitate antifungicd, ceea ce a si prezentat scopul prezentelor investigatii.

Este cunoscutd utilizarea compusului (Z)-1-(2 4-diclorfenil)-5-metil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)hex-
1-en-3-oni In calitate de remediu antifungic cétre fungii Alternaria alternata $i Fusarium aquaeductuum
care reprezintd agenti cauzali frecvent Intélniti la putregaiul de radacina [1].

Dezavantajul acestei utilizdri constd in aceea ci activitatea antifungicd nu este la un nivel
suficient de Inalta.

Problema rezolvatd de inventie constd in extinderea gamei de utilizari a preparatelor din clasa
1,2,4-triazolilor in agriculturd pentru combaterea putregainlui de rddidcind provocat de fungii F.
avenaceum $1 F. oxysporum.

Esenta inventiei consta in aceea cd se revendicd utilizarea unui compus din clasa 1,2.4 triazolilor:
clorurd de 4-(2-(2,4-diclorfenil)-2-oxoetil)-1-((2-(2,4-diclorfenil)-4-propil-1,3-dioxolan-2-ilymetil)- 1 H-
1,2,4-triazol-4-iu n calitate de compus activ contra ciupercilor fitopatogene din speciile F. avenaceum si
F. oxysporum —unii dintre agentii cauzali ai putregaiului de rdddcind. Concentratiile active variaza in
diapazonul 0,00125...0,01%.

Avantajale inventiei constau in aceea cd utilizarea compusului- clorurd de 4-(2-(2,4-diclorfenil)-
2-oxoetil)-1-((2-(2,4-diclorfenil)-4-propil-1,3-dioxolan-2-il)metil)-1H-1,2 4-triazol-4-iu  contribuie la
sporirea activitdtii fungitoxice pentru unii dintre agentii cauzali ai putregaiului de ridacind — F.
avenaceum $1 F. oxysporum In raport cu solutia cea mai apropiatd.

Rezultatul tehnic constd in aceea ci utilizarea compusului din inventie contribuie la sporirea
activitdtii fungitoxice in raport cu solutia cea mai apropiatd cu 24...64% pentru fungul F. avenaceum $i
cu 14...52% pentru F. oxysporum in intervalul de concentratii 0,01....0,00125%, respectiv, in ultimele
zile de cultivare a fungilor.

Exemplu de realizare a inventiei

1-((2-(2,4-Diclorfenil)-4-propil-1,3-dioxolan-2-il)metil)- 1 H-1,2,4-triazol (1) si 2-cloro-1-(2,4-
diclorfenil)etanona (2) au fost procurate de la firma Aldrich.

Sinteza compusului revendicat decurge conform schemei de realizare:

9 O% 1
2
1 O/E/N\/ cl cl “ 11312 ¢ LON'T?W@
0, 16
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\=N cl 54% e cl
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Amestecul reactant format din 19 g (55,5 mmol) 1-((2-(2,4-diclorfenil)-4-propil-1,3-dioxolan-2-
ihmetil)-1H-1,2 4-triazol (1) si 12,77 g (55,5 mmol) 2-cloro-1-(2,4-diclorfenil)etanond (2) in 60 mL
acetonitril, se fierbe timp de 10 ore (control CSS), apoi se riceste si se supune cristalizarii timp de 14 ore.
Substanta cristalind (3) se filtreazd, se spald pe filtru cu un amestec format din hexan-benzen (1:1), apoi
se usucd la temperatura camerei.
Randamentul reactiei este de 17 g (54%)).
Punctul de topire — 167-168°C.
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Structura compusului (3) este confirmatd pe baza analizei elementelor si datelor spectrale:
C23H22C15N3O3; M: 565,72.

Calculat, (%): C - 48,83; H-3,92; C1-31,34; N - 7,43

Stabilit, (%): C - 48,79; H - 3,98; C1 - 31,22; N - 7,56

IR (v,emh): 3375; 3095; 3051; 3023; 2960; 2935; 2875; 1707; 1583; 1552; 1381,9; 1463; 1430;
1376; 1338; 1282; 1252; 1214; 1166; 1145; 1107; 1065; 1024; 983; 912; 868; 829; 812; 795; 747; 718;
696; 672.

Obtinerea unui singur izomer (3) este confirmatd prin metoda RMN.

Spectrul RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds, 8, ppm, J/Hz): 10,33 (1H, s, H-15); 9,30 (1H, s, H-14);
8,16 (1H, bd, J = 4,3 Hz, H-22); 7,91 (1H, bs, H-20); 7,78 — 7,74 (1H, m, 1H-23); 7,24 (1H, d, J = 1,8; H-
11); 7,64 (1H, d, J = 8,6 Hz, H-8); 7,53 (1H, dd, J = 1,8; 8,6; H-9); 6,22 (2H, bs, H-16); 5,10 (2H, s, H-
13); 4,06 — 3,97; 3,44-3,37 (2H, m, H-5); 3,97 — 3,89 (1H, m, H-4); 1,49-1,23 (4H, m, H-2,3); 0,85 (3H, t,
J=6,9 Hz, H-1).

Spectrul RMN *C (101 MHz, DMSO-ds, 3, ppm): 190,50 (C-17); 145,58 (C-14); 145,55 (C-15);
138,97 (C-18); 135,43 (C-19); 134,83 (C-12); 133,39 (C-13); 133,01 (C-23); 132,97 (C-21); 132,23 (C-
10); 131,50 (C-8); 131,26 (C-11); 130,68 (C-22); 128,43 (C-20); 128,03 (C-9); 106,00 (C-6); 76,94 (C-4);
70,26 (C-16); 56,29 (C-5); 56,04 (C-13); 34,11 (C-3); 18,89 (C-2); 14,21 (C-1). Compusul a fost obtinut
conform procedeului descris in cererea de brevet: EP 0026990 A1 1981.04.15

Izolarea fungilor F. avenaceum si F. oxysporum — agenti cauzali ai putregaiului de rddécind la
griu s-a efectuat in condifii aseptice pe mediu PDA (Potatoes Dextrosis Agar) (Metoas
SKcIepUMeHTaNBHOM Mukonornu. Kuer: HaykoBa aymka, 1982, 550 p.). Acest mediu este unul din cele
mai optime medii pentru izolarea, cultivarea §i cercetarea caracterelor morfologo-culturale ale patogenilor
mentionati. Au fost utilizate fragmente mici de tesut cu semne de putrefactie de la baza tulpinii de grau.
Fragmentele au fost aseptizate in solutie de hipoclorit de calciu de 2% timp de 1-2 min, dupd care s-au
clatit de 2-3 ori in apd distilata, presat intre 2 foite de hartie de filtru si plasat pe mediu in preajma flacarii
de gaz.

Identificarea patogenilor s-a efectuat in baza caracteristicelor macro- si microscopice conform
determinatoarelor (bunait B.M. ®y3apun. Kuer: Haykora nymka, 1977. 422 p.; Barnett H.L., Hunter B.B.
Illustrated genera of imperfect fungi, fourth edition. APS Press, 1998, 218 pp).

Compusii din inventie si solutia cea mai apropiatd au fost suplimentati la mediul nutritiv PDA 1n
concentratiile 0,01% (1); 0,005% (2); 0,0025% (3); 0,00125% (4), care s-a aseptizat prin autoclavare la
presiunea de 0,5 atm timp de 30 min. Mediul aseptizat, fierbinte s-a turnat in cutii Petri, cate 10 mL in
fiecare. Dupd solidificarea mediului, fungii au fost insdméantati — cite un disc de PDA cu miceliul
fungului, cu diametrul de 4 mm in centrul cutiei Petri. Cutiile cu fungii Insdmantati, au fost mentinute in
termostat la temperatura de 24°C. Inregistrarea diametrului coloniilor (cate 2 diametre perpendiculare,
media cérora a servit ca indice biometric) s-a efectuat din ziua 3-4 de la insdméntare, In dependentd de
viteza de crestere a fungilor. Experientele s-au efectuat in 5 repetitii. Datele au fost prelucrate statistic in
pachetul de soft STATISTICA 7.

Tabelul 1
Influenta derivatilor triazolici asupra cresterii fungului F. avenaceum

Varianti Concen- | Ziua 3 Ziua 4 Ziua 5

trafie, % Diametrul % din | Diametrul % din | Diametrul % din

coloniei, mm martor coloniei, mm martor coloniei, mm martor

Martor - 51,5+1,6 - 79.4+1.6 - 90,0+0 -

0,01% 11,1+1 9* 21,6 13,1+1,6* 16,5 14,6+1 4* 16,3
Inventia 0,005 15,6£2.0* 30,3 18,6+1,8* 23,5 22.542,1%* 25,0

0,0025 14,0£1,9* 272 18,4+1.7* 23,2 22 3+] 8* 24,7

0,00125 14,540 9* 28,1 18,0+1,8* 22,7 20.4+1,5% 22,4
Solutia 0,01% 15,3+1 ,6* 29,6 24 4+1 8* 30,7 36,1+2 5% 40,1
cea mai | 0,005 20,440 4* 39,5 34,5406 43,5 50,4+02% 56,0
apropiatd | 0,0025 26,7£1 2* 51,9 47 3+1,1* 59,5 68,0+1 4* 75,6

0,00125 32.7+1,6* 63,5 53,9+1 4% 67,9 77,5+1 6% 86,1

*- diferentd de martor statistic semnificativa, p<0,05.

Conform rezultatelor prezentate, se atestd sporirea activitdtii fungitoxice in ultima zi de cultivare
in urma utilizarii compusului din inventie In raport cu cel din cadrul solutiei celei mai apropiate asupra F.
avenaceum cu 24...64% In intervalul de concentratii 0,01....0,00125%, respectiv.
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Tabelul 2
Influenta derivatilor triazolici asupra cresterii fungului F. oxysporum
Varianti Concen- | Ziua3 Ziua 4 Ziua 5
traie, % [ Diametrul % din | Diametrul | % din | Diametrul | % din
coloniei, mm | martor coloniei, martor | coloniei, martor
mm mm
Martor - 26,7+1.3 - 37,5+1.5 - 55,0+1,7 -
Inventia 0,01% 11,5+1,0%* 43,1 12,1+08* | 324 13,440,7%* 24 4
0,005 10,940,7* 40,8 12,1+£1,0*% | 324 13,441,1%* 24 4
0,0025 11,4+0.6* 42,7 12,4+0,7* | 32,8 14,140,4%* 25,7
0,00125 10,1£0,2* 38,0 10,1£02* | 27,0 13,4+0,5% 24 4
Solutia cea | 0,01% 9,9+1,8* 37,0 14,6£1,8*% | 39,0 19,542 3* 35,5
mai 0,005 13,8+0,7* 51,5 19,1£1,1* | 51,0 24,840 8% 45,0
apropiatd 0,0025 20,0+1,0* 75,0 26,4+02* | 704 33,1+0,3* 60,3
0,00125 18,1+0,4%* 68,0 27,9+1 1% | 744 35,1+0,6* 63,9

*- diferentd de martor statistic semnificativa, p<0,05.
Tabelul 2 (continuare)
Influenta derivatilor triazolici asupra cresterii fungului F. oxysporum

Varianta Concentratie, % | Ziua 6 Ziua 7
Diametrul coloniei, | % din | Diametrul % din
mm martor coloniei, mm | martor
Martor - 58,9+2.0 - 66,542 4 -
Inventia 0,01% 16,94+0,8* 28,6 18,94+0,9* 28,4
0,005 15,8+1,3* 26,7 17,3+1,1* 259
0,0025 16,6+0,4* 28,2 18,5+0,4* 27,8
0,00125 15,9+£0,2* 27,0 17,94+0,8* 26,9
Solutia cea | 0,01% 22,3+3,0* 37,8 28,3+1,6* 425
mai 10,005 32,0+1,0% 543 37,6£1,1% 56,6
apropiatd 75 623 40,520,5% 68,7 46,9+0,5% 70,5
0,00125 44 .3+0,9* 75,1 52,5+1,9% 79,0

*- diferentd de martor statistic semnificativa, p<0,05.
Conform rezultatelor prezentate, se atestd sporirea activitdtii fungitoxice 1n ultima zi de cultivare

in urma utilizarii compusului din inventie In raport cu cel din cadrul solutiei celei mai apropiate asupra F.
oxysporum cu 14...52% 1n intervalul de concentratii 0,01....0,00125%, respectiv.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. MD 4823 B1 2022.09.30

(§7) Revendicari:

Utilizarea clorurii  de  4-(2-(2,4-diclorfenil)-2-oxoetil)-1-((2-(2,4-diclorfenil)-4-propil -1,3-
dioxolan-2-il)metil)-1H-1,2,4-triazol-4-iu In calitate de compus activ contra fungilor Fusarium
avenaceum $1 Fusarium oxysporum.
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