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Inventia se referd la agriculturd, in particular la 5 nozida-(25R)-spirost-5-en-3B-olului in calitate de
un compus ce poseda proprietati fungitoxice si poate compus ce posedd proprietiti fungitoxice.
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Descriere:

Inventia se referd la agriculturd, in particular la un compus ce posedd proprietdti fungitoxice si
poate fi utilizatd pentru protectia plantelor de patogeni fungici.

Se cunosc glicozide steroidice cu actiune reprimantd pentru ciupercile impertfecte [1], si anume
Fusarium Link. $i Phomopsis sojae Lehm. Dezavantajul acestor compusi constd in aceea ci pretul de
cost al materiei prime vegetale este mare.

Problema pe care o rezolva inventia propusd constd in lirgirea spectrului de substante biologic
active naturale din clasa glicozidelor steroidice cu efect fungitoxic pentru ciupercile Fusarium Link. $i
Phomopsis sojae.

Problema se solutioneaza prin aceea ca se propune aplicarea 3-O-f3-D-glucopiranozil (1—-2)--D-
glucopiranozil (1—4)-B-D-galactopiranozida-(25R)-spirost-5-en-3f-olului in calitate de compus ce
poseda proprietati fungitoxice.

Substanta mentionatd (Atropozida F) are urmitoarea formuld de structura:

2 4
Gley— Gley— Galp-0-
in care Clc, — glucopiranozil, Gal, — galactopiranozida.

Metoda de obtinere a glicozidei steroidice Atropozida F este descrisd in (Shvets S.A., Latsterdis
N.V., Kintia P.K. A chemical study on the steroidal glycosides from Atropa belladona 1. seeds.
Saponins used in Traditional and Modern Medicine, New York, London, Washington, D.C., Boston —
Plenum Press, 1996, p. 475...483), insd aplicarea practici a substantei nu este cunoscutd si
proprietitile biologice nu sunt descrise.

Rezultatul inventiei constd in detectarea unei glicozide steroidice cu activitate fungitoxica
pronuntatd pentru unii patogeni cu impact negativ pentru culturile agricole.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Pentru obtinerea glicozidelor spirostanice sumare a fost elaboratd o metoda rationald de extragere,
conform cdreia, semintele maruntite de Atropa belladona L. au fost supuse extragerii cu amestec de
cloroform si metanol in raportul de 2:1. Extractul obtinut a fost diluat cu apd. Stratul metanolic apos a
fost separat in pilnia de decantare, apoi concentrat in vid pand la rest uscat. Glicozidele steroidice
sumare au fost supuse cromatografierii multiple pe coloana cu silicagel utilizand diverse raporturi ale
solventilor (cloroform, etanol, apd) si s-au extras 4 fractii cromatografic individuale diferite dupa
polaritate ce contin glicozide steroidice ale sirului spirostanic. Conform datelor spectrelor RMN"C,
in fiecare fractie cromatografic individuald se contin 2 GS cu acelasi lant glucidic, dar cu diferiti
agliconi — diosgenina si tigogenind. Pentru separarea acestui amestec glicozidele din fractia a treia ce
contin 3 monozaharide in lantul glucidic au fost acetilate, lantul dublu fiind epoxidat la unul din
agliconi cu acid metaclorbenzoic. Ca rezultat s-a obtinut derivatul glicozidei diosgeninei — oxipanul,
usor separat de glicozida tigogeninei prin cromatografiere pe coloana cu silicagel. Pentru separarea
grupei epoxidice peracetatul glicozidei - oxipanul diosgeninei, a fost tratat cu trimetilclorsilan i Nal
(iodurd de sodiu) in acetonitril. Peracetatul glicozidei diosgeninei obtinut prin acest procedeu era
saponificat, ceea ce a condus la obtinerea glicozidei individuale — Atropozida F, care se caracterizeaza
prin urmitorii parametri: punctul de topire 291°C,[a]p-70° (C 1,0,Py), spectrul IF: 968, 920<900,
865 cm’’. Prezenta benzilor de absorbtie 900>920 pune in evidentd gruparea spirocetalici a sirului
(25R). Ca rezultat al hidrolizei acide complete a Atropozidei F, in calitate de aglicon a fost
identificatd diosgenina cu urmadtorii parametri fizico-chimici: [a]zoD—120° (C 1,0; CHCl;) M*414,
Rf=0,42 (pe plici cu silicagel impregnat cu AgNO; de 2%). Spectrul RMN™ al agliconului confirma
datele din literaturi pentru diosgenini. In regiunea oligozaharidici a Atropozidei F au fost
identificate, cu ajutorul cromatografierii pe hartie, glucoza si galactoza, iar prin cromatografiere gaz-
lichida a acetatilor derivatilor aldonitrilici ai zaharurilor obtinuti anterior — glucoza si galactoza in
raportul de 2:1.

In baza rezultatelor metildrii si hidrolizei partiale a Atropozidei F s-a demonstrat ci lantul
glucidic al glicozidei este liniar, iar glucoza terminald este unitd la a doua moleculd de glucoza prin
legitura 1—2, care este unitd la galactozd nemijlocit cu agliconul prin legitura 1—4. Spectrul
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4

bidimensional heteronuclear *C'H COSY al glicozidei a confirmat tipul de substitutie in resturile
monozaharidice. Semnalele polare slabe ale C-4 galactozei si C-2 glucozei in comparatie cu resturile
nesubstituite corespunzitoare denoti substitutia acestora la atomii indicati de carbon. In baza celor
mentionate, s-a conchis ¢a structura chimicd a Atropozidei F este urmétoarea: S-O-B-D-glucopiranozil
(1—-2)-B-D-glucopiranozil (1—4)- B-D-galactopiranozidi-(25R)-spirost-5-en-3-ol.

Exemplul 2

Actiunea fungitoxicd a Atropozidei F a fost cercetatd prin cultivarea ciupercilor F.oxysporum si
Ph. sojae, izolate din plante bolnave de grau comun si respectiv de soia, pe mediul must-agar ce
contine Atropozidi F in concentratiile 10°...10%%. Ca martor a servit mediul must-agar nesupli-
mentat cu Atropozida F, iar ca analog de structurd — glicozida steroidicd omologatd pentru utilizare
largd in agriculturd, cu denumirea oficiald Moldstim (denumirea anterioard Capsicozida). Efectul
glicozidelor steroidice asupra cresterii ciupercilor a fost stabilit dupa diametrul coloniilor de ciuperci
(mm) la a 3-a si a 5-a zi de cultivare la temperatura de 20...22°C. Experimentul a fost efectuat in 10
repetdri. Rezultatele au fost prelucrate statistic in pachetul soft STATISTICA. Veridicitatea
deosebirilor intre variante a fost supusa testului t. Rezultatele obtinute sunt incluse in tab. 1 si 2.

Dupa cum se vede din datele prezentate (tab. 1,2), Atropozida F si Moldstimul au manifestat
actiune reprimantd diferitd asupra cresterii liniare a ciupercilor F.oxysporum si Ph.sojae aflate in
studiu, fenomenul fiind determinat in mare parte de concentratia substantei. Astfel, pentru ciuperca
F.oxysporum Atropozida F a manifestat actiune fungitoxic in concentratiile 10°...102%, nivelul de
reprimare fiind de 11,3..23,0% si 8,7..22,8% la a 3-a si a 5-a zi, corespunzitor. Pentru aceeasi
ciupercd Moldstimul a manifestat actiune fungitoxici doar in concentratia maximi: 102%, nivelul de
reprimare fiind de 22,2% la a 3-a zi si de 19,7% la a 5-a zi.

Tabelul 1

Actiunea Atropozidei F si a Moldstimului asupra cresterii liniare a ciupercii F.oxysporum in a 3-a
si a 5-a zi de cultivare pe mediu nutritiv

Varianta, Diametrul coloniilor in a 3-a zi Diametrul coloniilor in a 5-a zi
concentratia (%) de cultivare de cultivare
X+my,mm % fata de X+my,mm % fatd de
martor martor

Martor (H,0) 48,20+0,25 100,0 73,20+0,39 100,0
Moldstim, 10” 47,40+0,22 98,3 73,00+0,26 99,7
(analog de stucturd)

Moldstim, 107 46,80+0,25 97,1 71,60+0,34 97.8
Moldstim, 10~ 44,80+0,41 93,0 69,50+0,62 95,0
Moldstim, 10~ 37,50+0,407 77.8 58,80+0,33 80,3
Martor (H,0) 47,9+1,2 100,0 76,0+1,2 100,0
Atropozidi F, 10° 42,5+1,17 88,7 69,4+1,27 91,3
Atropozidi F, 10” 39,5+0,6" 82,5 64,9+0,8" 85,4
Atropozidi F, 107 37,3+1,0° 779 60,4+0,9 79,5
Atropozidi F, 10~ 36,9+0,8" 77,0 58,7+1,0° 77,2

* diferente de martor cu suport statistic pentru testul t
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Tabelul 2

Actiunea Atropozidei F si a Moldstimului asupra cresterii liniare a ciupercii Ph.sojae ina 3-asia
5-a zi de cultivare pe mediu nutritiv

Varianta, Diametrul coloniilor in a 3-a zi Diametrul coloniilor in a 5-a zi
concentratia (%) de cultivare de cultivare
X+my, mm % fatd de X+my, mm % fatd de

martor martor
Martor (H,0O) 31,60+0,33 100,0 47,10+£0,43 100,0
Moldstim, 10™ 31,90+0,35 101,1 47,60+0,29 101,6
(analog de structurd)
Moldstim, 107 32,00+0,29 101,3 48,20+0,36 102,3
Moldstim, 10” 30,80+0,36 97,5 46,90+0,23 99,6
Moldstim, 10~ 28,1040,43 88,9 39,90+0,38" 84,7
Martor (H,0O) 31,3+1,7 100,0 44,3+3,0 100,0
Atropozidi F, 107 30,7+0,7 98,1 47,5+0,7 107,2
Atropozidi F, 107 28,6+1,3 91,4 44,3+0,9 100,0
Atropozidi F, 107 26,6+1,0° 85,0 37,742.0° 85,1
Atropozidi F, 107 27,1+0,6° 86,6 33,4+1,3 75.4

*- diferente de martor cu suport statistic pentru testul t
Pentru ciuperca Ph.sojae actiunea reprimanti a Atropozidei F s-a manifestat la concentratiile 107,
107%, diametrul coloniilor fiind cu 15,0...13,4% si 14,9...24,6% mai mic in a 3-a si, respectiv, a 5-a
zi de cultivare in comparatie cu martorul. in cazul Moldstimului actiune reprimanti asupra cresterii
ciupercii s-a stabilit doar pentru concentratii mari (102%): diametrul coloniilor fiind cu 11,1% si
15,3% mai mic decat in varianta-martor in a 3-a i, respectiv, a 5-a zi.
Deci, Atropozida F are actiune fungitoxicd pentru ciupercile F.oxysporum si Ph.sojae mult mai
propuntatd decat analogul sau de structurd — Moldstimul si poate fi utilizatd cu succes in agriculturad

pentru protectia graului comun de toamna si a soiei de fuzarioza si, respectiv, de fomopsis.

(57) Revendicare:

Aplicarea 3-O-B-D-glucopiranozil(1—2)-B-D-glucopiranozil(1—4)-f-D-galactopiranozida-(25R)-
spirost-5-en-3B-olului in calitate de compus ce poseda proprietiti fungitoxice.
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