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Descriere:

Inventia se refera la un compus chimic nou in calitate de regulator al continutului de fier la
cultivarea biomasei de Spirulina platensis utilizata in medicind si industria alimentara.

Este cunoscut compusul hexa-?-tricloracetato-(0,0’)-?s-oxo-tri(tetrahidrofuran)difier(I111)magneziu
care, fiind addugat In concentratii de 0,040...0,050 g/ (in rate: %2 In prima zi de cultivare si %2 in a treia
zi de cultivare) in mediul de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis manifestd capacitatea de
acumulare a fierului organic in biomasa de Spirulina platensis. Tricloracetatul heteronuclear de fier(l11)
si magneziu este un compus bioactiv, insa utilizarea lui pentru sporirea acumularii de fier in biomasa de
spirulina nu este destul de eficientd. Dezavantajul utilizarii acestui compus constd in faptul ca
continutul de fier In biomasa nu depéseste valoarea de 1%, deoarece In componenta moleculei lui se
contin doar doi atomi de fier, iar administrarea lui in concentratii mai mari de 50 g/l duce la scaderea
productivitatii spirulinei [1].

Problema pe care o rezolva inventia propusa consta in sinteza unui compus chimic nou al Fe(IIl) cu
efect reglator asupra acumuldrii de fier in biomasa si elaborarea unui procedeu de utilizare a acestuia
pentru obtinerea biomasei de Spirulina platensis cu continut inalt de fier.

Esenta inventiei constd in sinteza unui compus chimic nou, si anume a heptaazotatului de hexa-(?-
B-alanin-(0,0"))-?s-oxo-tri(aqua)trifier(l1l) 3,5-hidrat, in calitate de regulator al continutului de fier la
cultivarea biomasei cianobacteriei Spirulina platensis.

De asemenea, se revendicd un procedeu de obtinere a biomasei de Spirulina platensis, care include
prepararea mediului nutritiv ce contine, g/l: NaHCO; 16,8; K,HPO,3H,0 1,0; NaNO; 2,5, NaCl 1,0;
K,S0, 1,0; CaCl,-6H,0 0,04; MgSO,47H,0 0,20; H3BO; 0,00286; MnCl,-4H,0 0,00181; ZnSO4 7H,0
0,00022; CuSO,45H,0 0,00008; M0oOs; 0,000015 si apa restul. Pentru inoculare se utilizeaza 0,4 g/1
suspensie de Spirulina platensis si se cultiva in decurs de 6 zile, la temperatura de 30...35°C, cu o
iluminare de 3000...4800 Ix si pH-ul mediului 9,5...10,0. Suplimentar in mediul nutritiv se adauga
heptaazotat de hexa-(?-B-alanin-(0,0’))-?3-oxo-tri(aqua)trifier(111) 3,5-hidrat 0,04...0,05 g/1, portionat,
in primele 4 zile de cultivare.

Criteriul de noutate al inventiei este argumentat prin urmatoarele date, care definesc substanta
chimica noua.

Compozitia si structura chimica este stabilitd prin metoda de difractie cu raze X, care indica
formarea unei structuri mz-oxotrinucleare (v. figura) cu ionii de fier situati in varfurile unui triunghi
echilateral, legati printr-un oxigen central 0%, liganzi aminoacizi sub forma de zwitter-ioni, aflati in
punte si molecule de apa ce completeazd numarul de coordinare al fierului pana la 6.

Spectrul IR al compusului confirmd coordinarea aminoacidului la ionii de fier si formarea
compusului: i) in domeniul 3400 si 3200...3050 cm™ se observd benzi largi de absorbtie ce sunt
atribuite vibratiilor de valentd v(OH)pyo, si V(N-H)ypst. Pozitia acestor benzi, usor deplasata spre
energii mai mici, este determinata de implicarea grupérilor intr-un sistem complicat al legaturilor de
hidrogen; ii) vibratiile de valentd ale gruparii carboxilice se regasesc prin benzi de absorbtie in
domeniul 1600, 1435 cm™, deplasate spre lungimi de unda mai mari fata de pozitia acestora in spectrul
aminoacidului liber, ceea ce indicd coordinarea la ionul de metal; iii) prezenta ionilor azotat in
compozitia combinatiei se urmareste prin prezenta benzilor de absorbtie in domeniile: 1390, 830 si 700
cm'; iiii) coordinarea la ionul de fier se confirma prin aparitia unor benzi noi in regiunile 430 cm™ si
628 cm™ ce sunt atribuite modurilor de vibratii si va(Fe-O) vus(Fe;0), respectiv. Aceste benzi nu sunt
observate in spectrul ligandului carboxilic liber.

Spectrele Mossbauer ale combinatiei prezinta un dublet cu valorile deplasérii de izomer 0,67 mm/s
(300K) si 0,77 mm/s (80K) (valorile sunt calculate fata de nitroprusiatul de sodiu) si valorile despicarii
de quadrupol 0,67 mm/s (300K) si 0,62 mm/s (80K). Valorile calculate indicd prezenta ionilor de
fier(I), spin inalt (S=5/2), aflati intr-o inconjurare destul de simetrica.

Datele masuratorilor magnetice la temperatura camerei cu momentul magnetic la un atom de fier
(?¢=3,27 M.B.) indica prezenta ionilor de fier in stare de oxidare (3+) spin inalt.

Rezultatul inventiei In comparatie cu cea mai apropiata solutie constd in sporirea continutului de
fier in biomasa de spirulina de 1,25 ori.

Rezultatul obtinut se datoreaza faptului cd compusul contine in componenta moleculei sale trei
atomi de fier, ligandul beta-alanind din componenta compusului coordinativ al fierului este inclus
eficient in structura peretilor celulari ai spirulinei si poate servi ca sursa pentru sinteza fitochelatinelor —
liganzi eficienti pentru legarea fierului.

Sinteza [Fe::,o([}'Ala)g(H20)3](NO3)7 -3,5H,0

Combinatia complexa [FesO(B-Ala)s(H.0)3](NOs); -3,5H,0 (I) se obtine la interactiunea azotatului
de fier(111) monohidrat cu -alanina in raport molar de 1:2.
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1,61 g (0,004 moli) de azotat de fier monohidrat si 0,712 g (0,008 moli) de -alanina se dizolva in
15...20 ml de apa la agitare. La volumul obtinut se adauga 2...3 picaturi de acid azotic diluat. Solutia
de amestec se filtreazd si se lasd la evaporare in timp pana la formarea unui precipitat cristalin de
culoare rosie-inchis. Randamentul este de 65%. Combinatia se dizolva foarte bine in apa, i mai putin in
solventi organici.

Pentru formula CygHssFe3N130405
determinat, %: Fe — 13,00; C —16,90; H — 4,05; N — 14,20;
calculat, %: Fe — 13,20; C - 17,04; H-4,33; N - 14,35.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

in experiente s-a cercetat actiunea compusului coordinativ sintetizat asupra procesului de acumulare
a fierului in biomasa de Spirulina platensis. Schema experientelor prevede urmétoarele etape.

Se prepara mediul mineral nutritiv cu urmatoarea componenta: NaNO; 2,25 g/l; NaHCO; 8,0 g/l;
K,S0, 0,20 g/l; Na,HPO, 0,20 g/l; MgSO,7H,0 0,20 g/l; CaCl, 0,024 g/1; solutia de microelemente 1
ml/l, ce contine H3BO; 0,00286 g¢/l; MnCl,4H,O 0,00181 mg/l; ZnSO,7H,O 0,00022 g/l;
CuSO,45H,0 0,00008 g/l; MoO3 0,000015 g/1, apa pana la 1 litru.

La mediul preparat se adauga suspensia de Spirulina platensis in cantitate de 0,40 g/I.

La mediul preparat ce contine suspensia de spirulina, in prima zi de cultivare in calitate de fier se
adauga (0,010 g/l) de compus heptaazotat de hexa-(?-B-alanin-(0,0’))-?s-oxo-tri(aqua)trifier(lll) 3,5-
hidrat. Cultivarea se efectueazd in baloane Erlenmeyer a cite 250 ml cu 100 ml suspensie in
urmdatoarele conditii: 4,8 mii lucsi, temperatura 32°C. in ziua a doua, a treia si a patra de cultivare se
mai adauga cate 0,010 g/l de compus coordinativ (cantitatea totald fiind de 0,040 g/1).

La ziua a sasea biomasa se separda de lichidul cultural, se supune demineralizarii de surplusul de
saruri, utilizand in acest scop o solutie de amoniu de 1,5% si se determina cantitatea de fier.

Biomasa obtinuta contine 950 mg fier si poate fi utilizatd drept sursa pentru obtinerea unor produse
nutritionale, inclusiv a unor forme medicamentoase antianemice.

Exemplul 2

in experiente s-a cercetat actiunea compusului coordinativ sintetizat asupra procesului de acumulare
a fierului in biomasa de Spirulina platensis. Schema experientelor prevede urmétoarele etape.

Se prepara mediul mineral nutritiv cu urmatoarea componenta: NaNO;z 2,25 g/l; NaHCO; 8,0 g/l;
NaCl 1,0 g/l; K,SO,4 0,3 g/l; Na,HPO, 0,20 g/l; MgSO,-7H,0 0,20 g/l; CaCl, 0,024 g/1; solutia de
microelemente 1 ml/l, ce contine H3BO3 0,00286 g/l; MnCl,-4H,0 0,00181 mg/l; ZnSO,-7H,0 0,00022
o/l; CuSO,-5H,0 0,00008 g/I; MoO3 0,000015 g/1, apa pana la 1 litru.

La mediul preparat se adauga suspensia de Spirulina platensis in cantitate de 0,50 g/l.

La mediul preparat ce contine suspensia de spirulina, in prima zi de cultivare in calitate de fier se
adauga (0,0125 g/1) de compus heptaazotat de hexa-(?-B-alanin-(0,0"))-?s-oxo-tri(aqua)trifier(lll) 3,5-
hidrat. Cultivarea se efectueazd in baloane Erlenmeyer a cite 250 ml cu 100 ml suspensie in
urmdatoarele conditii: 4,8 mii lucsi, temperatura 32°C. in ziua a doua, a treia si a patra de cultivare se
mai adauga cate 0,0125 g/l de compus coordinativ (cantitatea totala fiind de 0,050 g/1).

La ziua a sasea biomasa se separa de lichidul cultural, se supune demineralizarii de surplusul de
saruri, utilizand in acest scop o solutie de amoniu de 1,5% si se determina cantitatea de fier.

Biomasa obtinuta contine 1250 mg fier si poate fi utilizatd drept sursd pentru obtinerea unor
produse nutritionale, inclusiv a unor forme medicamentoase antianemice.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabel.

Acumularea fierului in biomasa de spirulina la cultivare in prezenta unor reglatori chimici (compusi
coordinativi ai Fe(I11))
Procedeul utilizat Compusul Concen- Continutul de Producti-
tratia, g/l fier in biomasa | vitatea, g/l in

de spirulina, % 6 zile
Conform celei mai |[Fe,MgO(CCIl;COO0)s(THF)3], 0,040 0,8+0,06 0,95+0,09
apropiate solutii |[Fe,MgO(CCl,COO)s(THF)3] 0,050 1,02+0,07 0,90+0,05
Conform inventiei ([Fe;O(B-Ala)s(H20)3](NO3); -3,5H,0 0,040 0,96+0,04 1,1+0,07
[FesO(B-Ala)s(H20)3](NO3); -3,5H,0 | 0,050 1,25+0,03 1,1+0,09
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(57) Revendicari:

1. Heptaazotat de hexa-(?-B-alanin-(0,0"))-?z-oxo-tri(aqua)trifier(lll) 3,5-hidrat, in calitate de
regulator al continutului de fier la cultivarea biomasei cianobacteriei Spirulina platensis.

2. Procedeu de obtinere a biomasei de Spirulina platensis care include prepararea mediului nutritiv
ce contine, g/l: NaHCO; 16,8; K,HPO,-3H,0 1,0; NaNO; 2,5, NaCl 1,0; K,SO, 1,0; CaCl,-6H,0 0,04;
MgSO,7H,O 0,20; H;BO; 0,00286; MnCl,-4H,O 0,00181; ZnSO,7H,O 0,00022; CuSO45H,0
0,00008; MoO3 0,000015 si apa restul, inocularea a 0,4 g/l de suspensie de Spirulina platensis si
cultivarea in decurs de 6 zile, la temperatura de 30...35°C, cu o iluminare de 3000...4800 Ix si pH-ul
mediului 9,5...10,0, suplimentar in mediul nutritiv se adauga heptaazotat de hexa-(?-B-alanin-(0,0’))-
?3-oxo-tri(aqua)trifier(11l) 3,5-hidrat 0,04...0,05 g/1, portionat, in primele 4 zile de cultivare.
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Structura moleculara a B-alaninatului oxotrinuclear de fier(I11)
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