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(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la chimie si
biotehnologie, in special la sinteza unui nou
compus coordinativ cu schelet hibrid terpenic
si azaheterociclic i la un procedeu de cultivare
a cianobacteriei Nostoc linckia cu utilizarea
acestuia.

Conform inventiei, se revendicd compusul
coordinativ 1-(A%**-biciclohomofarnesenoil)-3-
amino-1,2,4-triazol.

De asemenea, se revendica un procedeu de
cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia pe un
mediu nutritiv ce contine, g/L: KNO; - 0,51;
K,HPO, - 0,45; NaHCO; - 0,05; MgSO,4-7H,0

2

- 0,1; CaCl, - 0,11; ZnSO47H,O - 0,0005;
MnSO, - 0,002; H;BO; - 0,0085;
(NH4)sM0;0,4:4H,0 - 0,00225; FeSO, -7H,0 -
0,004; Co(NO3),H,O - 0,00009; EDTA -
0,00475; compusul 1-(A%3-biciclohomofarne-
senoil)-3-amino-1,2,4-triazol 0,062...0,064 si
apa distilatd pana la 1 L, la temperatura de
23...25°C si iluminarea de 2000...3000 Ix.

Rezultatul constd in majorarea activitatii
antioxidante a biomasei de cianobacterie.

Revendicari: 2




(54) N-(A***-Bicyclohomofarnesenoyl)-3-amino-1,2,4-triazole compound and
process for cultivation of Nostoc linckia cyanobacterium with its use

(57) Abstract:
1

The invention relates to chemistry and
biotechnology, in particular to the synthesis of
a new coordinative compound with hybrid
terpenic and azaheterocyclic skeleton and to a
process for cultivation of Nostoc linckia
cyanobacterium with its use.

According to the invention, claimed is the
coordinative N-(A®*3-bicyclohomofarne-
senoyl)-3-amino-1,2,4-triazole compound.

It is also claimed a process for cultivation
of Nostoc linckia cyanobacterium on a nutrient
medium containing, g/L: KNO; - 0.51;
K,HPO, - 0.45; NaHCO; — 0.05; MgSO,4-7H,0
— 0.1; CaCl, — 0.11; ZnS0O47H,0 — 0.0005;

MnSO, - 0.002; H,BO; — 0.0085;
(NH4)sM0;0,,4-4H,0 — 0.00225; FeSO,-7H,0
— 0.004; Co(NOs),-H,0 — 0.00009; EDTA —
0.00475; N-(A®*3-bicyclohomofarnesenoyl)-3-
amino-1,2,4-triazole compound 0.062...0.064
and distilled water up to 1 L, at a temperature
of 23...25°C and illumination of 2000...3000
IX.

The result consists in increasing the
antioxidant  activity of  cyanobacterium
biomass.

Claims: 2

(54) Coennnenue 1-(A8’13-6numc.110r0M0q)apHe3eH0n.J1)-3-aMml0- 1,2,4-Tpua3oa u
cnocod KyabTuBHpoBaHus nuanodaxrepun Nostoc linckia ¢ ero

HCNOJIb30BAHHUEM

(57) Pedepar:

N300peTeHre OTHOCHTCS K XHUMHH U
OMOTEXHOJIOTUH, B YAaCTHOCTH K CHHTE3Y
HOBOTO KOOPIUHAIHOHHOT'O COEAUHEHHS C
TMOPUIHBIM TEPIIEHOBBIM M a3areTepOIUKITH-
YECKUM CKEJIETOM " K croco0y
KyJIbTUBUpOBaHUs  nuanobGakrepun  Nostoc
linckia ¢ ero ucnons3oBanueM.

CorynacHO ~ U300peTEeHHIO,  3asBISIETCS
KOOpAMHAIMOHHOEe  coeaubenne  1-(A%*
ourukioromodapueseHown )-3-amuno-1,2,4-
TpUA30JI.

Taxoxke, 3asBJISIETCS crocob
KyJIbTUBUpOBaHUs  nuanobGakrepun  Nostoc
linckia w©a mnuTarensHOW cpeme, KoTOpas
conepxur, r/i: KNO;3 - 0,51; K;HPO, - 0,45;

2

NaHCO; - 0,05; MgSO,-7H,O - 0,1; CaCl, -
0,11; ZnSO,-7H,O - 0,0005; MnSO, - 0,002;
HsBO; - 0,0085; (NH,)sM0;024:4H,0 -
0,00225; FeSQO, -7H,0 - 0,004; Co(NO;),-H,0O
- 0,00009; EDTA - 0,00475; coenunenne 1-
(AB—6uumKnoromodapHe3eHOmIT)-3-aMHHO-
1,2,4-tpuazon 0,062...0,064 u
JMUCTHUTUPOBAaHHAass Bojaa Jgo 1 J, 1pu
temneparype 23...25°C  um  ocBemieHHA
2000...3000 nx.

Pe3yiapraT  COCTOMT B MOBBIIIEHHH
AHTUOKCUJIAHTHOW  aKTUBHOCTH  OHOMAcCh
LIMaHOOAKTEPUH.

I1. popmymsr: 2
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Descriere:

Inventia se referda la chimie si biotehnologie, in special la sinteza unui nou compus
coordinativ cu schelet hibrid terpenic si azaheterociclic i la un procedeu de cultivare a
cianobacteriei Nostoc linckia cu utilizarea acestuia.

Este cunoscut procedeul de cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia pe mediul nutritiv
mineral ce contine, g/L: KNO; - 0,5I; K,HPO, - 0,45; NaHCO; - 0,05; MgSO,-7H,0 - 0,1;
CaCl,-0,11; ZnSO,-7H,0 - 0,0005; MnSO, -0,002; H3BO; - 0,0085; (NH,)sM070,4:4H,0 -
0,00225; FeSO, -7H,0 - 0,004; Co(NOs3),-H,O - 0,00009; EDTA - 0,00475 si apd distilata
pana la 1L; la temperatura de 23...25°C si iluminarea de 2000...3000 Ix. Din biomasa
obtinutd liofilizatda se prepara extractul etanolic de 70% cu concentratia de 1mg/mL
substanta activd. Valoarea activitatii antioxidante a extractului etanolic de 70% este de 52%
inhibitie DPPH (1,1 difenil-2-picrilhidrazil radical) [1].

Neajunsul acestui procedeu consta in activitatea antioxidanta joasa a extractului etanolic
de 70%, obtinut din biomasa de Nostoc linckia (52% inhibitie DPPH).

Este cunoscut compusul coordinativ tiocianat de bis(nicotinoilhidrazon)-2,6-
diacetilpiridini-(izotiocianato) (aqua)cobalt(I1) cu formula [Co"(L)(NCS)(H,O)]NCS [2].

Neajunsul acestui compus consta in faptul cd, in virtutea actiunii in calitate de
stimulator al activitdtii antioxidante, la aplicare in calitate de adaos la cultivarea
cianobacteriei Nostoc linckia, conform procedeului expus mai sus, asigura un spor
neinsemnat al activitdtii antioxidante. Astfel, in baza testelor efectuate, activitatea
antioxidantd a extractului etanolic din biomasa de Nostoc linckia, cultivatd conform
procedeului descris cu adaos de 0,064 g/L. compus, a constituit 57% inhibitie DPPH (date
nepublicate).

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in elaborarea unui procedeu eficient
si reproductibil de sporire a activitatii antioxidante a extractului etanolic de 70%, obtinut in
baza biomasei de Nostoc linckia.

Esenta inventiei consta in faptul cd se propune un compus nou cu schelet hibrid terpenic
si azaheterociclic 1-(A%*-biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazol.

Se propune, de asemenea, un procedeu de cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia, care
constd 1n aceea ca se cultiva cianobacteria pe un mediu nutritiv ce contine, g/L: KNO; -
0,51; K,HPQO, - 0,45; NaHCO; - 0,05; MgSQO,47H,0 - 0,1; CaCl, - 0,11; ZnSO,7H,0 -
0,0005; MnSQ, - 0,002; H3;BOs3 - 0,0085; (NH,)sM0;0,4-4H,0 - 0,00225; FeSO, -7H,0 -
0,004; Co(NOs3),-H,O - 0,00009; EDTA - 0,00475 si apa distilatd; la iluminarea de
2000...3000 Ix si temperatura de 23...25°C, totodatd mediul nutritiv contine suplimentar
compusul  1-(A***-biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazol, in concentratie de
0,062...0,064 g/L.

Activitatea antioxidantd a extractului etanolic de 70% cu concentratia de 1 mg/mL,
obtinut in baza biomasei liofilizate de Nostoc linckia prin aplicarea procedeului dat, este de
64...66% inhibitie DPPH.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in majorarea activitatii antioxidante a extractului
etanolic de 70%, obtinut in baza biomasei liofilizate a cianobacteriei Nostoc linckia, cu
23...27% fata de cea mai apropiatd solutie. Administrarea compusului din prima zi de
cultivare stimuleazd acumularea componentelor antioxidante in biomasa cianobacteriei,
care ulterior se extrag cu alcool etilic de 70%.

Rezultatul inventiei este conditionat de aplicarea, pentru prima datd, a compusului 1-
(A®B-biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazol in calitate de stimulator al acumularii
componentelor antioxidante care determina activitatea antioxidanta a extractului etanolic de
70% obtinut in baza biomasei liofilizate de Nostoc linckia.

Compusul sus-mentionat, proprietatile lui si procedeul de obtinere nu sunt descrise in
literatura.

in calitate de compus initial pentru sinteza 1-(A%"-biciclohomofarnesenoil)-3-amino-
1,2,4-triazolului (4) a servit acidul A®**-biciclohomofarnesenic (1), care a fost obtinut din
sclareolida (5) comercial accesibila, cu un randament total de 60% ( C. Cucicova, A. Aricu,
N. Ungur, P. F.Vlad, E. Secara, S. Sova, Gh. Zbancioc, lonel Mangalagiu. Synlett, 2013,
24, p. 697-700).
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La tratarea acidului (1) cu clorura de oxalil (COCI); a fost sintetizatd in situ
cloranhidrida (2), care a fost introdusa in reactie cu 3-amino-1,2,4-triazolul (3), in rezultatul
céreia a fost obtinutd amida acidului biciclohomofarnesenic (4) cu un randament de 58%
(Schema 1).

2o 1/7=N(4)
N\(l)

N—
NH2-<\ —I 3

N—NH
CH,Cl,, 20°C, 3h

(cocly,
—_— o
CeHg

Schema 1

Procedeul de obtinere a compusului este simplu In executare, substantele initiale
accesibile, randamentul constituie 58% fata de cel teoretic calculat. Compusul este stabil in
contact cu aerul, insolubil in alcooli si apa, bine solubil in dimetilsulfoxid, acetonitril,
cloroform si acetona.

Exemplu de obtinere a 1-(A®***-biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazolului (4)

La solutia din 115 mg (0,46 mmoli) acid A***-biciclohomofarnesenic (1) in 2,5 mL
benzen absolut se adaugd solutia (COCIl), (0,5 mL, 0,73 g, 5,75 mmoli) in 1,5 mL benzen
absolut. Amestecul de reactie se agitd 1 ora la temperatura camerei si se refluxeaza 1 ora.
Benzenul si excesul de (COCl), se inlatura la presiune scazuta. La reziduu se adauga 4,5
mL CH,CI, si 60 mg (0,71 mmoli) 3-amino-1,2,4-triazol (3) si se agita 3 ore la temperatura
camerei. Precipitatul se filtreaza, se spala cu CH,Cl, si filtratul se distileaza. Reziduul (152
mg) se dizolvd in 1,5 mL CHCIl; si se cromatografiaza pe coloana cu silicagel L100/400
pm (4,5 g). Cu cloroform se elueaza initial 49 mg amestec de acid biciclohomofarnesenic
(1) initial si amida (4), ulterior 53 mg ale amidei (4), p.t. 144...145°C (CH;CN). La
recristalizarea amestecului acidului (1) si amidei (4) din CH3CN se obtin incd 10 mg
amidad. Dupa inlaturarea cristalelor amidei, filtratul se distileaza, iar reziduul (39 mg) se
cromatografiaza pe coloana cu silicagel (1,2 g). Cu amestecul eter de petrol : eter etilic
(4:1) se elueazd 7 mg (6%) acid (1), cu amestecul eter de petrol : eter etilic (1:1) se
elueazd 22 mg amida (4). Randamentul amidei (4) constituie 58% (85 mg).

Cristale albe, t.top. 144...145 °C (CHsCN). [a]p** 39,6 (c 0,67, CHCIs). Structura
compusului a fost confirmata in baza studiului IR, RMN.

Spectrul IR (cm™): 3446, 3296, 3200, 1662 (NH,), 3116, 893 (>=CH,), 1724 (CO),
1638, 1547, 1520, 1210, 1000, 737 (1,2,4-triazol).

'H RMN (400 MHz, CDCls, 8, p.m.): 0,78 (3H, s, C15-CHs); 0,89 (3H, s, C15-CHs); 0,91
(3H, s, C14-CHg); 1,25 (1H, overlap, H-5); 2,14 (1H, dt, J=13,0; 4,9 Hz, Ha-7); 2,43 (1H,
dm, J=13,0, Hy-7); 2,56 (1H, br.d, J=10,9 Hz, H-9); 2,97 (1H, dd, J-17,4; 3,2 Hz, Ha-11);
3,39 (1H, dd, J=17,4; 10,9 Hz, He-11); 4,42(1H, s, Ha-13); 4,76(1H, s, Hy-13); 6,64(2H,
br.s, NHy); 7,47(1H, s, H-17).

3C RMN (100 MHz, CDCls, 8, p.m.): 14,62 (C(16)); 19,25 (C(2)); 21,70 (C(15)); 23,97
(C(6)); 31,10 (C(11)); 33,53 (C(4)); 33,55 (C(14)); 37,48 (C(7)); 39,05 (C(10)); 39,11
(C(1)); 41,98 (C(3)); 51,74 (C(9)); 55,15 (C(5)); 106,55 (C(13)); 146,73 (C(8)); 150,41
(C(17)); 156,83 (C(18)), 174,8 (C(12)).

N RMN (CDCl3):212 (N si Ny ciclul triazolic, 208 (N ciclul triazolic), 62 (NHy).

Exemple de utilizare a 1-(A***-biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazolului in
calitate de stimulator al activitatii antioxidante a extractului etanolic de 70% obtinut in baza
biomasei liofilizate de Nostoc linckia.

Exemplul 1

Se preparda mediul nutritiv mineral cu urmatorul continut al componentelor (g/L):
KNO;- 0,51, K;HPO, - 0,45; NaHCO; - 0,05; MgSO,7H,O - 0,1; CaCl, - 0,11;
ZnS0O47H,0 - 0,0005; MnSO, - 0,002; H3BO; - 0,0085; (NH4)sM07024-4H,0 - 0,00225;
FeSO,4-7H,0 - 0,004; Co(NOs),-H,0 - 0,00009; EDTA - 0,00475 si apa distilata pana la 1L.
In prima zi de cultivare, la suspensia de Nostoc licnkia, in calitate de stimulator al activitatii
antioxidante, se adaugd 1-(A%**-biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazolul  in
concentratia de 0,062 g/L. Cultivarea se efectueaza in baloane Erlenmayer a cate 100 mL in
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50 mL de suspensie in urmditoarele conditii: temperatura 23...25°C, iluminarea
2000...3000 Ix. La ziua a 14-a, biomasa de Nostoc linckia se separa de lichidul cultural, se
supune demineralizdrii si se liofilizeazd. Din biomasa liofilizata se prepara extractul
etanolic de 70%, care se standardizeaza dupa substanta activa, concentratia finala fiind de 1
mg/mL. In extractul obtinut se determind activitatea antioxidanti cu aplicarea testului
DPPH.

Extractul etanolic are activitatea antioxidantd de 64+1,02% inhibitie DPPH, fatd de
54% inhibitie DPPH 1in cazul celei mai apropiate solutii (vezi tabelul). Sporul activitatii
antioxidante este de 10%.

Exemplul 2

Se prepard mediul nutritiv mineral cu urmatorul continut al componentelor (g/L): KNO3
- 0,51; K;HPO, - 0,45; NaHCO; - 0,05; MgSO,-7H,0 - 0,1; CaCl, - 0,11; ZnSO,7H,0 -
0,0005; MnSO, - 0,002; H;BO; - 0,0085; (NH,)sM070,4-4H,0 - 0,00225; FeSO, -7H,0 -
0,004; Co(NOg3),'H,0 - 0,00009; EDTA - 0,00475 si apa distilata pana la 1L. in prima zi de
cultivare, la suspensia de Nostoc linckia, in calitate de stimulator al activitatii antioxidante,
se adauga compusul 1-(A®*-biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazol in concentratia
de 0,064 g/L. Cultivarea se efectueaza in baloane Erlenmayer a cate 100 mL cu 50 mL
suspensie in urmatoarele conditii: temperatura 23...25°C, iluminarea 2000...3000 Ix. La
ziua a 14-a, biomasa de Nostoc linckia se separa de lichidul cultural, se supune
demineralizarii si se liofilizeazd. Din biomasa liofilizatd se prepara extractul etanolic de
70% care se standardizeaza dupa substanta activa, concentratia finala fiind de 1 mg/mL. in
extractul obtinut se determina activitatea antioxidantd cu aplicarea testului DPPH.

Extractul etanolic are activitatea antioxidantad de 66+0,85% inhibitie DPPH, fata de
57% inhibitie DPPH 1in cazul celei mai apropiate solutii (vezi tabelul). Sporul activitatii
antioxidante este de 9%.

Tabel

Activitatea antioxidanta a extractului etanolic de 70% in baza biomasei liofilizate de Nostoc
linckia, cultivatd conform procedeului revendicat si celei mai apropiate solutii

Procedeul utilizat Concentratia Activitatea
compusului, antioxidant,
g/L % inhibitie DPPH
Conform procedeului descris [1] - 52
Conform procedeului descris [1] plus 0,062 54+0,60
[Co™(L)(NCS)(H,0)INCS 0,064 570,28
Conform solutiei revendicate (cu compusul 1-(A%"- | 0,062 64+1,02
biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazol) 0,064 66+0,85

Datele din tabel demonstreaza o crestere a activitatii antioxidante a extractului etanolic
de 70% cu concentratia de 1 mg/mL substanta activa, obtinut in baza biomasei liofilizate,
cu 9...10% conform procedeului revendicat fatd de procedeul cel mai apropiat. Biomasa
cianobacteriei Nostoc linckia reprezintd o sursa importantd de substante antioxidante, iatd
de ce cu sporul activitatii antioxidante a extractului etanolic de 70%, obtinut In baza
biomasei liofilizate de Nostoc linckia, creste valoarea ei in calitate de producétor de
substante antioxidante.

Proprietitile ~ compusului  1-(A%***-biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazol
prezinta interes pentru biotehnologie in calitate de stimulator al activitdtii antioxidante a
biomasei cianobacteriei Nostoc linckia.
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NCS  containing anions. The XXXII"™ Romanian Chemistry Conference,
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(57) Revendicari:

1. Compusul 1-(A**-biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazol cu formula:

80 ?:N“)
N
N\
18
13 @) NH

2. Procedeu de cultivare a cianobacteriei Nostoc linckia, care constd in aceea ca se
cultiva cianobacteria pe un mediu nutritiv ce contine, g/L: KNO; - 0,51; K,HPO, - 0,45;
NaHCO; - 0,05; MgS0O,-7H,0 - 0,1; CaCl, - 0,11; ZnSO47H,0 - 0,0005; MnSO;, -
0,002; H3BO; - 0,0085; (NH)sM07;024-4H,0 - 0,00225; FeSO, -7H,O - 0,004;
Co(NO3),:H,O - 0,00009; EDTA - 0,00475 si apa distilata; la iluminarea de
2000...3000 Ix si temperatura de 23...25°C, caracterizat prin aceea ca mediul nutritiv
contine suplimentar compusul 1-(A%***-biciclohomofarnesenoil)-3-amino-1,2,4-triazol
definit in revendicarea 1, in concentratie de 0,062...0,064 g/L.
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