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Inventia se referd la un compus nou din clasa de
compusi coordinativi pe bazi de cupru si amino-
guanizond, care poate fi aplicat in calitate de stimu-
lator de crestere in diferite procese biotehnologice.

Esenta inventiei constd in obtinerea compusului
bioactiv Cu, ?-SO4- (Hagpa),-(H,0);, unde Hagpa
este aminoguanizona acidului piruvic monodepro-
tonatd, care favorizeazi acumularea in mediul de
culturd a unor cantitdti considerabile de amilaze
ordinare si stabile la acizi de cétre tulpina de fungi

10

15

2

Aspergillus niger 33-19 CNMN FD 02A in termeni
mai precoce. Compusul poate fi aplicat in industriile
farmaceuticd, microbiologicd, alimentard, in medi-
cina veterinard in calitate de ingredient la obtinerea
mediilor nutritive selective in cultivarea dirijatd cu
un continut maxim prognozat de enzime exocelu-
lare.
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Descriere:

Inventia se referd la un compus nou din clasa de compusi coordinativi pe bazd de cupru si

aminoguanizond, care poate fi aplicat in calitate de stimulator de crestere in diferite procese bio-
tehnologice.

Tulpinile de fungi din genul Aspergillus, Rhizopus, Penicillium reprezintd surse valoroase de
diverse substante bioactive, inclusiv celulaze, pectinaze, amilaze, lipaze cu largi aplicdri in industria
microbiologicd, alimentard, etero-oleaginoasd, vinicold, farmaceuticd sau in productia de nutreturi.
Pentru cresterea tulpinilor se utilizeaza medii standard, fard stimulatori speciali [1]. Mediile standard nu
asigurd realizarea maximd a potentialului biosintetic al tulpinilor si obtinerea randamentelor sporite de
biomasd si enzime. Pentru a madri randamentul s-a propus de inclus in compozitia mediilor a
biostimulatorilor pe baza de compusi coordinativi ai metalelor de tranzitie cu diversi liganzi chelati. De
exemplu, sporirea biosintezei B-glucozidazelor si xilanazelor de citre tulpina de fungi Aspergillus
Sflavius BKM F 3292 D se poate realiza utilizind complecsi ai zincului cu aminoacizi optic activi [2].
Dezavantajul acestor biostimulatori constd in faptul ¢ pentru obtinerea lor sunt necesari liganzi relativ
scumpi §i mai greu accesibili. Au mai fost propusi in calitate de biostimulatori complecsi pe baza de
trans-dioximati de cobalt (IIT) cu diversi anioni in sfera exterioard. De exemplu, pentru tulpina Rhizopus
arrhizus producdtor de pectinaze — fluorurd-hexafluorosilicat-trans-dioximat de cobalt(IIl) [3], iar
pentru tulpina Aspergillus niger 33 CNMN FD 6 A — producétor de amilaze — complexul analog cu
tetrafluoroborat [4]. Pentru unele tulpini din genurile Aspergillus, Rhizopus, Penicillium — producatori
de hidrolaze exocelulare, ca stimulator s-a manifestat fluorura-hexafluorofosfat-trans-dioximat de
cobalt(III) [5]. Ultimul compus coordinativ a fost selectat ca cea mai apropiatd solutie. Dupd cum se
vede din componenta dioximatilor, pentru sinteza acestor stimulatori se folosesc atat sarurile fluorului,
care atacd vasele de sticla, cit i hexafluorsilicatii sau hexafluorfosfatii, care sunt mai putin accesibili si
sunt supusi intr-o oarecare masurd hidrolizei.

Problema pe care o rezolva inventia propusd este extinderea gamei de biostimulatori pentru specia
Aspergillus niger reprezentati de compusii coordinativi ai cuprului (II) cu aminoguanizona acidului
piruvic.

Problema se solutioneaza cu ajutorul noului compus cu formula Cu,SO,(Hagpa),-3H,0, unde
Hagpa este aminoguanizona acidului piruvic monodeprotonatd, si in care doi monocationi
Cu(Hagpa)(H,0)* sunt legati in dimer prin puntea anionului de SO,”"

Esenta inventiei constd in sinteza compusului bioactiv Cu,SO4(Hagpa),-3H,0, cu proprietiti de
stimulator al capacitatii biosintetice ale fungului Aspergillus niger, producent de amilaze, unde Hagpa
prezintd aminoguanizona acidului piruvic. Utilizarea biostimulatorului revendicat in mediile de crestere
permite micsorarea duratei de cultivare a producentului Aspergillus niger 33-19 CNMN FD 02A.

Rezultatul inventiei constd in sporirea biosintezei amilazelor (ordinare cu 55,3% si acidstabile cu
42,3%); posibilitatea de a micgora durata cultivirii producentului Aspergillus niger 33-19 CNMN FD
02A. Utilizarea compusului coordinativ Cu,SO4(Hagpa),-3H,O in concentratii mici (1 mg/1) asigurd
accelerarea biosintezei amilazelor, ceea ce duce la acumularea in mediul de culturd in cantitati
considerabile a ambelor tipuri de amilaze in termene mai precoce (in ziua a 4-a, a 5-a) comparativ cu
variantele martor (in ziua a 6-a). Efectul biostimulator este cauzat de capacitatea elementelor chimice
indispensabile de a regla metabolismul microorganismelor.

Inventia se explicd prin desenele din fig. 1 si 2, care reprezinta:

- fig. 1, structura ?,-(sulfato)-bis(aqua-(tiosemicarbazonei acidului piruvic)) -cupru(Il);

- fig. 2, structura complexului [Cu,SO, (Hagpa),(H,O),]-DMSO — ?,(sulfato)-bis(aqua-(amino-
guanizonei acidului piruvic))-cupru(Il) dimetilsulfoxid.

Aminoguanizona acidului piruvic (Hagpa) face parte din clasa hidrazonelor — Ry,C=HHR,, derivatii
aldehidelor si cetonelor. Hidrazonele, inclusiv si aminoguanizonele, sunt bine cunoscute si studiate pe
larg ca agenti de chelatare a metalelor tranzitionale, iar pentru o parte din complecsii respectivi a fost
depistat un spectru larg de activitate biologica: antituberculoasa, antivirala, anticancer, antifungica etc.
Studii mai depline au fost efectuate, in special, in seria combinatiillor complexe pe baza
tiosemicarbazonelor cu diferite metale 3d. Insi pani in prezent nu au fost depistate proprietiti de
biostimulatori pentru fungi. De exemplu, pentru compusul coordinativ cel mai apropiat dupd structurd
de compusul revendicat, [{Cu(Hpt)(OH,)},SO,] sau (?-sulfato)-bis(aqua-(tiosemicarbazona acidului
piruvic))-cupru(Il) [M.B.Ferrari, G.G.Fava, C.Pelizzi, G.Pelosi, P.Tarasconi, Inorg. Chim. Acta, 269,
297 (1998)], cu structura prezentatd in figura 1, n-au fost depistate proprietiti de stimulator pentru
fungi, in special pentru genurile mentionate mai sus, inclusiv Aspergillus.

In aceasti structuri a tiosemicarbazonei acidului piruvic s-a observat, de asemenea: un complex
dimer legat prin ionul de sulfat ca punte, dar SO coordineazi in planul bazal cu doi atomi de
cupru(Il), iar molecula de apa ocupd pozitia apicala fatd de ionul de cupru.
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Structura complexului revendicat s-a stabilit cu ajutorul spectroscopiei in infrarosu (IR). In spectrul
IR al compusului revendicat deplasarea cu 110 cm™ a vibratiilor v(N-H) in domeniul cu frecventa joasi
se observa pentru grupa secundard NH la C=NH, ce confirma formarea legiturii coordinative Cu«—
NH=C. Dovada a formarii acestei legdturi la coordinarea ligandului (H,agpa) cu cupru(Il), precum si
formarea legdturii coordinative intre cupru si atomul de azot al grupei azometinice C=N este deplasarea
benzii azometinice w(C=N) in aria cu frecventd joasd cu 50...60 cm™ pentru spectrele complecsilor CuX
(Hagpa), (1542...1550 cm™). Aparitia benzii Cu-N la ~ 420 cm” in spectrele complecsilor si lipsa
acestei benzi in ligandul liber este un argument addugdtor al formarii legaturii coordinative Cu-N.
Banda grupei v,(C=0) la 1720 cm™ in spectrele in IR ale ligandului liber lipseste la complecsi. Banda
v, a grupei carboxilice (1385 ¢cm™) a ligandului Hyagpa liber la coordonarea cu cupru se deplaseazi in
domeniul cu frecventd joasd cu 56...60 cm™, ceea ce indicd la faptul ci ligandul coordineazi la cupru
prin atomul de oxigen al grupei carboxilice deprotonate.

Deoarece complexul Cu,SO4(Hagpa), -3H,O nu formeaza monocristale bune pentru elucidarea
structurii sale absolute cu ajutorul difractiei cu raze X, s-a recurs la sinteza unui derivat structural foarte
apropiat [Cu,SO4(Hagpa),-(H,O)]'DMSO, care formeaza cristale calitative pentru studiul cu raze X.
Ultimul se obtine in aceleasi conditii ca §i compusul revendicat, unica deosebire constd in aceea cd
sinteza are loc in prezenta metanolului si a dimetilsulfoxidului. in favoarea structurii propuse, pe lingi
rezultatele spectroscopice pot fi aduse si datele privind descifrarea structurii complexului foarte
apropiat dupd compozitie — [CuSO4(Hagpa)o(H20),]- DMSO.

Ca rezultat al studiului structural s-a stabilit ¢ in cristalul complexului, rimasitd a aminoguanizonei
acidului piruvic (CHs-C[=N-NH-C(=NH)-NH;]-COO") are o structurd platdi — este un ligand
monodeprotonat tridentat (ONN), si la coordinare la Cu(Il) formeazd doud pentametalocicluri. Ionul de
cupru(Il) are inconjurare bipiramidala-patraticd (4+1+1). La baza bipiramidei impreund cu atomii
donori ai ligandului (ONN) se situeazd si o moleculd de apd coordinatd. Anionul de sulfat executd
functia de punte ca ligand exo-bidentat si coordineaza prin atomii de oxigen in directia apicald la doud
centre coordinative (ionii de Cu(I)). Ca rezultat se formeazi un dimer binuclear neutru. In cristal
numarul de coordinare al cuprului(Il) se completeazi pana la 6 gratie interactiunii slabe cu atomul de
oxigen al grupei carboxilice a ligandului de la dimerul invecinat. In complexul
[CuaSO4(Hagpa),(H,0),]:-DMSO ionul de cupru se afld practic in planul ecuatorial. Este cunoscut, ca
bioactivitatea complecsilor poate depinde de prezenta ionilor metalelor de tranzitie, de nuclearitatea lor
si creste semnificativ la utilizarea liganzilor chelati, iar capacitatea atomului de cupru de a completa
numdrul sdu de coordonare pand la sase se presupune ca una din cauzele de majorare a bioactivitatii.
Alté cauzi poate fi structura dimericd a compusului revendicat datoritd exercitirii de catre anionul de
sulfat a functiei de punte. O altd particularitate a complecsilor, ce poate influenta asupra gradului de
bioactivitate, este sarcina unittii monomerice. in complexul [Cu,SO4(Hagpa),(H,0),]-DMSO
monomerul este in formd monocationicd. Datele experimentale obtinute mai sus confirma structura
dimerica a complexului revendicat conform formulei propuse.

Activitatea amilazelor ordinare s-a determinat in conditiile de hidroliza obignuita: pH 4,7, tempera-
tura 30°C, timpul hidrolizei 10 min. Pentru determinarea activittii amilazelor acidstabile s-au utilizat
conditiile acido-extremale de hidrolizi: pH 2,5, temperatura 30°C, durata hidrolizei 30 min.

Nivelul activitatii s-a determinat dupd degradarea amidonului solubil in molecule mici — dextrine cu
masd moleculard diferitd. Activitatea maxima a amilazelor a fost inregistratd la utilizarea concentratiei
biostimulatorului de 1 mg/1.

Nivelarea activititii enzimatice intre variante in ziua a 6-a de cultivare (termenul optim de
manifestare a maximului de biosintezd enzimaticd de citre tulpina in studiu pe mediul de control)
permite de a presupune cd metalocomplexul accelereaza fazele de dezvoltare ale microorganismului.

Un aspect pozitiv este micsorarea duratei de cultivare a producentului Aspergillus niger 33-19
CNMN FD 02A, ceea ce este convenabil din punct de vedere economic in producerea preparatelor
enzimatice active cu actiune amilolitica.

Exemplu de realizare a inventiei

Sinteza complexului Cu,SO4(Hagpa),:(H,0);.

Complexul Cu,SO4(Hagpa),- 3H,0 a fost obtinut din metanol. Amestecul de 0,50 g (0,002 moli) de
CuSO45H,0 si 0,29 g (0,001 moli) de Hyagpa-2-5H,0 ml metanol a fost incélzit cu reflux pe baie
marind timp de 30 min, pand la formarea unui praf cristalin de culoare albastra-deschis. Substanta
formata a fost filtrata i spélatd cu etanol, eter si uscatd la aer. Randamentul 76%. Produsul este solubil
in apa.

Pentru Cu,SO4(Hagpa),-(H,0);: Gasit: C 16,9; H 4,1; N 20,1%; Calculat: C 17,05; H 3,58; N
19,88%.

Sinteza derivatului structural apropiat [Cu,SO4(Hagpa),(H,O),]DMSO, care formeazd cristale
calitative pentru studiul cu raze X, s-a efectuat pornind de la acelasi raport sulfat de cupru/ligand, dar
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spre deosebire de complexul revendicat, reactia s-a desfagurat intr-un amestec de solventi, si anume
dimetilsulfoxid/metanol, luati in raportul volumic de 1:4.

Studiul cu raze X pentru complexul [Cu,SO,4(Hagpa),(H,0),]- DMSO.

Structura moleculard si cristalind a complexului [Cu,SO4(Hagpa),(H,0)2'DMSO a fost efectuati
prin metoda analizei cu raze X. Rezultatele experimentale au fost obtinute utilizind difractometrul
Bruker-AXS SMART APEX inzestrat cu detector CCD la temperatura de 153K. Sursa de iradiere a fost
MoK, (»=0,7107 A) Setul de date experimentale s-a obtinut, utilizind un monocristal, cu dimensiunile
0,2x0,15x0,1 mm. Ca rezultat s-au stabilit datele cristalografice respective: singonia monoclinica,
grupul spatial de simetrie este C2/c, volumul celulei elementare 2139.99(17), numdrul de unitati
structurale independente Z=4, p(calc.)=1,935 pentru compozitia C;oHp4Cu,NgOq;S,. Structura a fost
determinatd prin metode directe §i precizatd prin tehnica matricei patratelor minime, coordonatele
atomilor de bazd fard hidrogen au fost precizate in varianta anizotropicd in cadrul complexelor de
programe SHELX-97. Factorul de divergentd R rezultat, obtinut in baza a 2335 reflexe independente
este 0,0287.

Activitatea biologica:

Cultivarea tulpinii de fungi Aspergillus niger 33-19 CNMN FD 02A s-a realizat pe mediul utilizat
in cea mai apropiatd solutie si in care suplimentar s-a introdus compusul Cu,SO4(Hagpa),-3H,0,
raportul cantitativ al ingredientelor fiind (g): amidon 3,0; fdind de fasole 9,0; taratd de grau 18,0;
MgSO, 0,5; KHyPO,4 2,0; KC1 0,5; CuySO4(Hagpa),-3H,O 0,01...0,001, apa distilatd — panad la 1 1.
Cultivarea producentului se realizeazd in baloanele Erlenmayer de 0,5 1 cu 0,1 1 mediu nutritiv pe
agitator rotativ (180...200 rot./min), temperatura 28...30°C, durata cultivirii de 4, 5, 6 zile. In calitate de
material de inoculare s-a folosit suspensia apoasd a sporilor culturii de 14 zile, crescute pe mediu malt-
agar, luatd in cantitate de 10% de la volumul inoculat al mediului nutritiv.

Activitatea amilazelor (ordinare si acidstabile) in lichidul cultural obtinut la cultivarea tulpinii
Aspergillus niger 33-19 CNMN FD 02A pe mediul conform celei mai apropiate solutii si in variantele
optimizate cu adaosul compusului coordinativ Cu,SO4(Hagpa),-3H,O se prezintd in tabel:

Concentratia de Activitatea amilazelor Activitatea amilazelor
Variantele mediilor biostimulator, ordinare la a 4-a zi de acidstabile 1a a 5-a zi de
mg/1 cultivare cultivare
Un./ml % fatd de Un./ml % fata de
control control
Conform celei mai
apropiate solutii - 149.7 100,0 2304 100,0
Conform inventiei 1 2326 155,3 328.,7 142,7
CuySO4(Hagpa),-3H,0 5 202.3 135,1 2435 105,7
10 137,7 91,9 257.6 111,8

Dupd cum urmeazi din datele obtinute, compusul revendicat Cu,SO4(Hagpa),-3H,0 poseda o
activitate biologicd pronuntatd de stimulator al capacitatii biosintetice pentru tulpina de Aspergillus
niger si poate si-si giseasca aplicare in diferite procese biotehnologice.
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Fig. 1. ?7,-(Sulfato)-bis(aqua-(tiosemicarbazona acidului piruvic))-cupru(Il)

Fig. 2. Structura complexului [Cu,SO4 (Hagpa)y(Hy0)2] DMSO — ?o-(sulfato)-bis(aqua-

(aminoguanizonei acidului piruvic))-cupru(Il) dimetilsulfoxid, (DMSO nu este prezentat, pentru a
simplifica desenul)
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