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Inventia se refera la chimie si
biotehnologie, in special la sinteza unui nou
compus coordinativ al cobaltului(IIl) si la un
procedeu de cultivare a microalgei
Porphyridium cruentum cu utilizarea acestuia.

Conform inventiei, se revendica un compus
coordinativ — hexafluorotitanat-bis[(dimetilgli-
oximato)-di(tiocarbamida)cobalt(II1)] dihidrat.

De asemenea, se revendica un procedeu de
cultivare a microalgei Porphyridium cruentum,
care constd 1n aceea cd se cultiva microalga pe
un mediu nutritiv ce contine, g/L: NaNOs - 5,0;
NaCl - 7,0; KCI -7,5; MgSO,-7H,O - 1,8;
Ca(NO;),-4H,0 - 0,15; KBr - 0,05; Kl - 0,05;
K,HPO, - 0,2; FeCl;-6H,0 - 0,00027;

2

ZnSO,5H,0 - 0,00002; CuSO,5H,0 -
0,00005; MnSO,-5H,0 - 0,0003; H;BO; -
0,0006; MoO; - 0,00002; NaVO, - 0,00005,
compusul hexafluorotitanat-bis[(dimetilgli-
oximato)-di(tiocarbamida)cobalt(II1)] dihidrat -
0,020...0,022 g/L si apa distilatd pana la 1 L,
avand pH-ul 6,8...7,2; la temperatura de
23...25°C, iluminarea de 2000...3000 Ix/cm?
cu agitare lenta periodica.

Rezultatul constd in majorarea activitatii
antioxidante a extractului etanolic obtinut din
biomasa de microalga.

Revendicari: 2

(54) Hexafluorotitanate-bis[(dimethylglyoximato)-di-(thiocarbamide)cobalt(111)]



2

dihydrate and process for cultivation of microalga Porphyridium cruentum

with the use thereof

(57) Abstract:

1

The invention relates to chemistry and
biotechnology, in particular to the synthesis of
a new coordinative compound of cobalt(l1)
and to a process for cultivation of microalga
Porphyridium cruentum with the use thereof.

According to the invention, a coordinative
compound — hexafluorotitanate-bis[(dimethyl-
glyoximato)-di-(thiocarbamide)cobalt(l11)]
dihydrate is claimed.

Also, a process for cultivation of microalga
Porphyridium cruentum is claimed, which
consists in that microalga is cultivated on a
nutrient medium containing, g/L: NaNO; -
5.0; NaCl - 7.0; KCI - 7.5; MgSO,-7H,0 —
1.8; Ca(NO3),-4H,0 — 0.15; KBr — 0.05; Kl —
0.05; K,HPO, — 0.2; FeCl;-6H,0 — 0.00027;

2

ZnSO,5H,0 - 0.00002; CuSO,5H,0 -
0.00005; MnSO,-5H,0 - 0.0003; H;BO; —
0.0006; MoO; — 0.00002; NaVO; — 0.00005;
the compound hexafluorotitanate-
bis[(dimethylglyoximato)-di-(thiocarbami-
de)cobalt(l11)] dihydrate — 0.020...0.022 g/L
and distilled water up to 1L, having the pH
6.8...7.2; at the temperature of 23...25°C, the
lighting of 2000...3000 Ix/cm? with slow
intermittent agitation.

The result consists in increasing the
antioxidant activity of the ethylic extract
obtained from microalga biomass.

Claims: 2

(54) 'excadryoporuTaHaT-ouc[(AUMeTHITIMOKCUMAT)-
au(tuoxapoamua)kod6aasT(I)] nuruapar u cnocod KyJbTHBHPOBAHUS
MHKpoBoaopocau Porphyridium cruentum c ero ncnoJib30BaHneM

(57) Pedepar:

W3o0pereHrie OTHOCHTCS K XHMHH U
OMOTEXHOJIOTUHM, B YacTHOCTH K CHHTE3y
HOBOTO KOODPJIMHAIIMOHHOTO  COETUHEHUS
kobanpTa(lll) 1 X croco0y KyJIbTUBHPOBAHMS
MuKpoBogopociaun Porphyridium cruentum c
€ro MCITOJIb30BAHUEM.

CornmacHo  M300peTEHMIO,  3asBIACTCS
KOOp/IMHAIIMOHHOE COeNMHEeHHe — rekcadiy-
OpOTUTAHAT —Ouc[(AMMETUIITIIMOKCHMAT)-
n(trokapoamun)kodansT(II)] aurnapar.

Taxoke, 3asBiseTcss CHocod KYJIbTU-
BUpOBaHUs MHKpoBojgopocian Porphyridium
cruentum, KOTOpPBIM COCTOMT B TOM, 4TO
KYJbTUBUPYETCS MHUKPOBO/IOPOCITH Ha
MUTATEIBHON Cpefie, KOTOopasi CONEpPIKHT, T/I:
NaNO; - 5,0; NaCl - 7,0; KCI - 7,5; MgSO, -
7H,0 - 1,8; Ca (NOg), - 4H,0 - 0,15; KBr -
0,05; KI - 0,05; K,HPO, - 0,2; FeCl; - 6H,0 -

2

0,00027; ZnSO, - 5H,O - 0,00002; CuSO, -
5H,O - 0,00005; MnSO, - 5H,O - 0,0003;
H;BO; - 0,0006; MoO; - 0,00002; NaVO; -
0,00005; coemuHeHMe TrekcaduIyOpOTUTAHAT
—Ouc[ (IMMeTUITINOKCUMAT)-TU(THOKapOa-

mup)kobansT(IIl)] auruapar - 0,020 ... 0,022
I/ ¥ TUCTWIUIMPOBAHHYIO BOxy 110 1 JI, umest
pH 6,8 ... 7,2; npu temmnepatype 23 ... 257C,

oceemiennn 2000 3000 JIK/CMZ, ¢
Me€IJICHHBIM TIEPUOTUYCCKUM nepemMe-
[IUBAHUEM.

PesympTaT  cocroMT B IOBBINICHUH
AHTHOKCHIAHTHOM  aKTUBHOCTH  STHJIOBOI'O
9KCTpaKTa, TIOJNYYCHHOTO W3  OHOMAcCHI
MUKPOBOJIOP OCIIH.

I1. popmymsr: 2
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Descriere:

Inventia se referd la chimie si biotehnologie, in special la sinteza unui nou compus
coordinativ al cobaltului(IlT) si la un procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium
cruentum cu utilizarea acestuia.

Este cunoscut procedeul de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum pe mediul
mineral nutritiv ce contine, g/L: NaNO; - 5,0; NaCl - 7,0; KCI - 7,5; MgSO,-7H,0 - 1,8;
Ca(NQO;),-4H,0 - 0,15; KBr - 0,05; KI - 0,05; K,HPO, - 0,2; FeCls-6H,O - 0,00027;
ZnS0O4-5H,0 - 0,00002; CuSO,4-5H,0 - 0,00005; MnSO4-5H,0 - 0,0003; H;BO; - 0,0006;
MoO; - 0,00002; NaVOs; - 0,00005 si apa distilata pana la 1L; avand pH-ul 6,8...7,2, la
temperatura de 23...25°C, iluminarea de 2000...3000 Ix/cm?, cu agitare lentd periodicd. Din
biomasa obtinutd se prepara extractul etanolic. Valoarea activitatii antioxidante a extractului
etanolic este de 29% inhibitie ABTS™ [1].

Neajunsul acestui procedeu consta 1n activitatea antioxidanta joasa a extractului etanolic,
obtinut din biomasa de Porphyridium cruentum (29% inhibitie ABTS™).

Este  cunoscut compusul  coordinativ  tetrafluoroborat-[bis(dimetilglioximato)-
di(piridind)cobalt(Il1)] cu formula [Co(DH),(Py).][BF4], molecula céruia constid dintr-un
cation complex format din atomul generator de complex Co(Ill), la care coordineaza doi
radicali ai dimetilglioximei si doud molecule de piriding, iar sfera externa este constituita din
anioni tetrafluoroborat, structura moleculard a careia a fost stabilitd prin metoda difractiei cu
raze X [2].

Neajunsul acestui complex constd in faptul ca, in virtutea structurii lui, la aplicarea in
calitate de adaos la cultivarea microalgei Porphyridium cruentum, conform procedeului
expus mai sus, asigurd un spor neinsemnat al activitatii antioxidante. Astfel, in urma testelor
efectuate, activitatea antioxidanta a extractului etanolic, obtinut din biomasa de Porphyridium
cruentum, cultivata conform procedeului descris cu adaos de 0,022 g/ compus, a constituit
32% inhibitie ABTS™ (date nepublicate).

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in elaborarea unui procedeu eficient
si reproductibil de sporire a activitatii antioxidante a extractului etanolic obtinut in baza
biomasei de Porphyridium cruentum.

Esenta inventiei constd in faptul ca se propune un nou compus coordinativ —
hexafluorotitanat-bis[(dimetilglioximato)-di(tiocarbamidd)cobalt(IIT)] dihidrat cu formula
[CO(DH)z(Th|O)2]2[T|FG]2H20

De asemenea, se revendicd un procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium
cruentum, care consta in aceea ca se cultivd microalga pe un mediu nutritiv ce contine, g/L:
NaNO; - 5,0; NaCl - 7,0; KCI - 7,5; MgS0O,-7H,0 - 1,8; Ca(NOs3),-4H,0 - 0,15; KBr - 0,05;
KI - 0,05; K;HPQO, - 0,2; FeCls-6H,0 - 0,00027; ZnSO4-5H,0 - 0,00002; CuSO,45H,0 -
0,00005; MnS0O,-5H,0 - 0,0003; H3BO; - 0,0006; MoOs - 0,00002; NaVO;- 0,00005 si apa
distilatd pana la 1 L, avand pH-ul 6,8...7,2; la temperatura de 23...25°C, iluminarea de
2000...3000 Ix/cm?, cu agitare lenta periodica, totodatd mediul contine suplimentar compusul
hexafluorotitanat-bis[(dimetilglioximato)-di(tiocarbamida)cobalt(l11)] dihidrat cu
concentratia de 0,020...0,022 g/L.

Compusul revendicat, proprietatile lui si procedeul de obtinere nu sunt descrise in
literatura.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in majorarea activitdtii antioxidante a extractului
etanolic obtinut din biomasa microalgei Porphyridium cruentum cu 77...78% fata de cea
mai apropiatd solutie. Administrarea compusului din prima zi de cultivare stimuleaza
acumularea componentelor antioxidante in biomasa microalgei, care ulterior se extrag cu
alcool etilic de 96%.

Rezultatul inventiei este conditionat de utilizarea, pentru prima dati, a compusului
hexafluorotitanat-bis[(dimetilglioximato)-di(tiocarbamida)cobalt(IIT)] dihidrat in calitate de
stimulator al acumularii componentelor antioxidante care determina activitatea antioxidanta a
extractului etanolic obtinut din biomasa de Porphyridium cruentum. Compusul dat are
proprietatea de a stimula acumularea in biomasa microalgei de Porphyridium cruentum a
componentelor extractibile in etanol, care participa in reactiile de reducere a radicalilor in
calitate de donor de electroni sau de hidrogen.
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Compusul revendicat se obtine la interactiunea solutiei apoase fierbinti (~70° C) de
hexafluorotitanat de cobalt(Il) cu solutia metanolica fierbinte (50...55?C) a dimetilglioximei
si tiocarbamidei in raport molar de 1:2:2. Reactia decurge timp de 10...15 min.

Procedeul de obtinere a compusului revendicat este simplu in executare, substantele
initiale sunt accesibile, randamentul constituie 53%. Compusul este stabil la contactul cu
aerul, solubil 1n dimetilformamida, dimetilsulfoxid, alcooli si mai putin solubil in apa.

Exemplu de obtinere a hexafluorotitanat-bis[(dimetilglioximato)-di(tiocarbami-
da)cobalt(III)] dihidrat 0,33 g (1 mmol) CoTiFg-6H,0 in 20 ml de apa se amesteca cu solutia
din 0,23 g (2 mmol) dimetilglioxima si 0,15 g (2 mmol) tiocarbamida dizolvate in 40 ml
metanol. Amestecul obtinut se fierbe la baia de apa timp de 10...15 min. Din solutia de
culoare cafenie-inchisa la evaporare lenta se obtin cristale de forma unor pléci hexagonale de
culoarea solutiei.

Rezultatele analizei elementelor

Determinat, %: C 22,13; H 4,36; N 20,59.

Pentru C20H43C02F5N1501084Ti

Calculat, %: C 22,28; H 4,48; N 20,74.

Cercetarea sub microscop a compusului coordinativ sintetizat demonstreaza cd acesta
posedd omogenitate fazica. Pentru a elucida compozitia si structura lui au fost utilizate
metoda analizei elementelor, spectroscopia in IR i RMN.

Prezenta benzilor de absorbtie v(CN)=1646, v(NO)iniz=1233 si 1074, 5(CNO)=730,
vas(CO-N)=542 si v5(C0-N)=492 cm™ in spectrul IR indicd coordinarea dioximei la atomul
central. Benzile vai(NH)=3299, v{(NH)=3138, &(NH,)=1631, v(CS)=1392, cm™ indica
prezenta in dioximat a moleculelor de tiocarbamida.

In spectrele RMN 'H semnalul grupelor metilice este deplasat in camp slab — 2,31 ppm
(in ligandul liber — 1,91 ppm). Semnalul la 17,54 ppm corespunde protonilor grupelor OH si
este puternic deplasat in cadmp slab in comparatie cu dioxima necoordinata, fapt care indica
formarea legaturilor de hidrogen intracationice intre grupele oximice din planul ecuatorial.

La 7,60...8,52 ppm sunt prezente semnalele ce corespund tiocarbamidei coordinate.
Integrarea semnalelor spectrului protonic indica la raportul 1:1 intre radicalii dioximei si
moleculele tiocarbamidei.

In spectrul RMN C semnalul atomului de carbon cuaternar al grupelor C=N este
deplasat in camp puternic, iar deplasarea semnalelor celorlalti atomi de carbon in cAmp slab
dovedeste sporirea densitdtii electronice in inelul chelat. Semnalul atomului de carbon al
tiocarbamidei este deplasat in camp puternic (175,24 ppm) in comparatie cu molecula
necoordinata (183,8 ppm).

In spectrul RMN *°F este prezenti o singurd banda la 72,21 ppm, care indica echivalenta
atomilor de fluor si stabilitatea anionului [TiFg]* in solutie.

Astfel, in baza rezultatelor analizei elementelor si cercetarilor spectroscopice a fost
stabilitd compozitia si structura probabild a compusului revendicat.

Exemple de utilizare a hexafluorotitanat-bis[(dimetilglioximato)-di(tiocarbami-
dé)cobalt(IlT)] dihidrat in calitate de stimulator al activitatii antioxidante a extractului
etanolic obtinut din biomasa microalgei Porphyridium cruentum.

Exemplul 1

Se prepara mediul nutritiv mineral cu urmatorul continut al componentelor (g/L): NaNO;
- 5,0; NaCl - 7,0; KCI - 7,5; MgSQO,4-7H,0 - 1,8; Ca(NOj3),-4H,0 - 0,15; KBr - 0,05; KI -
0,05; K,HPO, - 0,2; FeCl3-6H,0 - 0,00027; ZnSO,4-5H,0 - 0,00002; CuSO,-5H,0 - 0,00005;
MnS0O,-5H,0 - 0,0003; H3BO; - 0,0006; M0oOs - 0,00002; NaVO; - 0,00005 si apa distilata
pani la 1L. In prima zi de cultivare, la suspensia de porfiridium, in calitate de stimulator al
activitatii antioxidante, se adaugd compusul hexafluorotitanat-bis[(dimetilglioximato)-
di(tiocarbamidé)cobalt(I11)] dihidrat in concentratia de 0,020 g/L. Cultivarea se efectueaza in
baloane Erlenmayer a ciate 100 ml cu 50 ml suspensie in urmaétoarele conditii: pH-ul
6,8...7,2, temperatura de 23...25°C, iluminarea de 2000...3000 Ix/cm? cu agitarea lentd
periodica. La ziua a 10-a, biomasa de porfiridium se separa de lichidul cultural, se supune
demineralizarii §i se prepara extractul etanolic, in care se determina activitatea antioxidanta
cu aplicarea testului de inhibitie ABTS™.
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Extractul etanolic are activitatea antioxidantd de 53+0,88% inhibitie ABTS™, fatd de 30%
inhibitie ABTS™ in cazul celei mai apropiate solutii (vezi tabelul, procedeul descris [1] plus
compusul [Co(DH),(Py).][BF.]). Sporul activitatii antioxidante este de 77%.

Exemplul 2

Se prepara mediul nutritiv mineral cu urmatorul continut al componentelor (g/L): NaNO;
- 5,0; NaCl - 7,0; KCI - 7,5; MgSQO,4-7H,0 - 1,8; Ca(NO3),-4H,0 - 0,15; KBr - 0,05; KI -
0,05; K,HPO, - 0,2; FeCl3-6H,0 - 0,00027; ZnSO,4-5H,0 - 0,00002; CuSO,-5H,0 - 0,00005;
MnSO,-5H,0 - 0,0003; H3BO; - 0,0006; M0oOs - 0,00002; NaVO; - 0,00005 si apa distilata
pani la 1L. In prima zi de cultivare, la suspensia de porfiridium, in calitate de stimulator al
activitatii antioxidante, se adaugd compusul hexafluorotitanat-bis[(dimetilglioximato)-
di(tiocarbamida)cobalt(I1I)] dihidrat in concentratia de 0,022 g/L. Cultivarea se efectueaza in
baloane Erlenmayer a cite 100 ml cu 50 ml suspensie in urmaétoarele conditii: pH-ul
6,8...7,2, temperatura de 23...25°C, iluminarea de 2000...3000 Ix/cm? cu agitare lentd
periodica. La ziua a 10-a, biomasa de porfiridium se separa de lichidul cultural, se supune
demineralizarii §i se prepara extractul etanolic, in care se determina activitatea antioxidanta
cu aplicarea testului de inhibitie ABTS™.

Extractul etanolic are activitatea antioxidantd de 57+1,14% inhibitie ABTS™, fatd de 32%
inhibitie ABTS™ in cazul celei mai apropiate solutii (vezi tabelul). Sporul activitdtii
antioxidante este de 78%.

Tabel

Activitatea antioxidanta a extractului etanolic in baza biomasei de Porphyridium
cruentum, obtinuta la cultivarea conform procedeului revendicat si celei mai apropiate solutii

Concentratia Activitatea
Procedeul utilizat L antioxidanta,

compusului, g/L % inhibitic ABTS"
Procedeul cunoscut - 290,14
Procedeul cunoscut + compusul 0,020 30+0,68
Procedeul revendicat (cu compusul 0,020 53+0,88

Datele din tabel demonstreaza o crestere a activitatii antioxidante a extractului etanolic,
obtinut in baza biomasei de Porphyridium cruentum conform procedeului revendicat, cu
77...78% fata de cea mai apropiatd solutie. Biomasa microalgei Porphyridium cruentum
reprezintd o sursd de substante antioxidante, iatd de ce sporul activitatii antioxidante a
extractului etanolic, obtinut In baza biomasei de porfiridium, creste valoarea ei in calitate de
producator de substante antioxidante.

Proprietatile compusului hexafluorotitanat-bis[(dimetilglioximato)-di(tiocarbami-
da)cobalt(IlT)] dihidrat prezintd interes pentru biotehnologie in calitate de stimulator al
activitatii antioxidante a biomasei microalgei Porphyridium cruentum.
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(57) Revendicari:

1. Compusul hexafluorotitanat-bis[(dimetilglioximato)-di(tiocarbamida)cobalt(111)]
dihidrat.

2. Procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum, care consta in aceea ca se
cultivd microalga pe un mediu nutritiv ce contine, g/L: NaNO; - 5,0; NaCl - 7,0; KCI -7,5;
MgSQO,4-7H,0 - 1,8; Ca(NOs),-4H,0 - 0,15; KBr - 0,05; KI - 0,05; K;HPO, - 0,2; FeCl 5-6H,0
- 0,00027; ZnS0O,4-5H,0 - 0,00002; CuSO,-5H,0 - 0,00005; MnSO,4-5H,0 - 0,0003; H;BO; -
0,0006; MoO; - 0,00002; NaVOgz- 0,00005 si apa distilata pana la 1 L, avand pH-ul 6,8...7,2;
la temperatura de 23...25°C, iluminarea de 2000...3000 Ix/cm2, cu agitare lenta periodica,
caracterizat prin aceea cd mediul contine suplimentar compusul hexafluorotitanat-
bis[(dimetilglioximato)-di(tiocarbamida)cobalt(IIl)] dihidrat cu concentratia de 0,020...0,022
g/L.
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