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(54) Bis[N'-(2-hidroxi-kO-benziliden)piridin-4-carbohidrazidat(-1)-
K?N',O]fier(I11) nitrat - api (2/3) si procedeu de cultivare a microalgei
Porphyridium cruentum cu utilizarea acestuia

(57) Rezumat:

1

Inventia se refera la chimie i
biotehnologie, in special la sinteza unui nou
compus coordinativ al fierului(lll), care poate
fi utilizat pentru obtinerea unei biomase cu un
potential antioxidant sporit si care poate fi
utilizatd in industria alimentara si in medicina,
si la un procedeu de cultivare a microalgei
Porphyridium cruentum cu utilizarea acestuia.

Conform inventiei, se revendica un compus
coordinativ — bis[N' -(2-hidroxi-kO-
benziliden)piridin-4-carbohidrazidat(-1)-
K*N',O]fier(111) nitrat - apa (2/3).

De asemenea, se revendica un procedeu de
cultivare a microalgei Porphyridium cruentum,
care consta in aceea ca se cultiva microalga pe
un mediu nutritiv ce contine, g/L: NaNQ; - 5,0;
NaCl - 7,0; KCI -7,5; MgSO,-7H,0 - 1.8;

2

Ca(NOs3),-4H,0 - 0,15; KBr - 0,05; Kl - 0,05;
K,HPO, - 0,2; ZnSO,5H,0 - 0,00002;
CuSO4-5H,0 - 0,00005; MnSO45H,0 -
0,0003; H;BO; - 0,0006; MoO;z; - 0,00002;
NaVO; - 0,00005, compusul bis[N" -(2-
hidroxi-kO-benziliden)piridin-4-
carbohidrazidat(-1)-k?N',O]fier(111) nitrat - apa
(2/3) 0,01...0,012 g/L 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/cm?
cu agitare periodica.

Rezultatul constd in majorarea continutului
de fenoli in extractul etanolic obtinut din
biomasa de microalga.

Revendicari: 2

Figuri: 1



(54) Bis[N'-(2-hydroxy-kO-benzylidene)pyridine-4-carbohydrazidate(-1)-
K?N',0Jiron(l11) nitrate - water (2/3) and process for cultivation of microalga

Porphyridium cruentum with its use

(57) Abstract:

1

The invention relates to chemistry and
biotechnology, in particular to the synthesis of
a new coordinative compound of iron(lll)
which can be used to produce a biomass with a
high antioxidant capacity and which can be
used in the food industry and in medicine, and
to a process for cultivation of microalga
Porphyridium cruentum with its use.

According to the invention, a coordinative
compound - bis[N'-(2-hydroxy-kO-
benzylidene)pyridine-4-carbohydrazidate(-1)-
K’N',Oliron(11l)  nitrate - water (2/3) is
claimed.

A process for cultivation of microalga
Porphyridium cruentum is also claimed, which
consists in that microalga is cultivated on a
nutrient medium containing, g/L: NaNO; - 5.0;
NaCl - 7.0; KCI -7.5; MgSO47H,0 - 1.8;

2

Ca(NOs3),-4H,0 - 0.15; KBr - 0.05; Kl - 0.05;
K,HPO, - 0.2; 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 bis[N'-(2-
hydroxy-kO-benzylidene)pyridine-4-
carbohydrazidate(-1)-k?N',Qliron(l11) nitrate -
water (2/3) - 0.01...0.012 g/L and distilled
water up to 1 L, having the pH 6.8...7.2; at a
temperature of 23...25°C, an illumination of
2000...3000 Ix/cm?, with periodic stirring.

The result consists in increasing the content
of phenols in the ethyl extract obtained from
microalga biomass.

Claims: 2

Fig.: 1

(54) Buc[N' -(2-ruapokcu-kO-6en3uauaen)nupuann-4-kapooruapasuaar(-1)-
K?N',0] :xkesie3a(Ill) nurpar - Boaa (2/3) u cnocod KyJIbTUBMPOBAHUSA
MHKpoBoaopocau Porphyridium cruentum c ero ncnoJib30BaHnemM

(57) Pedepar:

N300pereHne OTHOCUTCS K XUMUH W
OMOTEXHOJIOTUH, B YACTHOCTH K CHHTE3Y
HOBOTO  KOOPJMHALIMOHHOTO  COEAMHEHHUS

xemneza(Ill), KOTOpOE MOXET OBITH
HCTIONB30BAaHO JUIsl MOJYYeHUs OHOMAcChl ¢
MOBBIIIIEHHBIM AHTHOKCHUIAHTHBIM

MOTEHIIHAJIOM W  KOTOpasi MOXeT ObITh
HCTIONB30BaHA B IMHIICBON MPOMBIILICHHOCTH
U B MEJIUIIMHE, U K CIIOCO0Y KYJIbTUBHPOBAHHS
MukpoBogopociau Porphyridium cruentum c
€ro MCITOJIb30BAaHUEM.

CornacHO ~ W300peTeHHIo,  3asBiseTcs
KOOpAWHAIMOHHOE coenuHeHne — Ouc[N'-(2-
ruapokcu-KO-6eH3UITHICH ) TUpH TH-4-
kapGoruapasuzar(-1)-k?N',0] xeresa(lll)
HHTpar - Boaa (2/3).

Taxke, 3asBisieTcss Crnocod  KyNbTH-
BUpOBaHUs MHKpoBojgopocian Porphyridium
cruentum, KOTOpPBIM COCTOMT B TOM, 4TO
KYJbTHBUPYETCS MHKPOBOIOPOCIb Ha

2

MIUTATEIBHON Cpefie, KOTopasi CONIEpPIKHT, I/I:
NaNO; - 5,0; NaCl - 7,0; KCI -75;
MgSQO4-7H,0 - 1,8; Ca(NOs),-4H,0 - 0,15;
KBr - 0,05 KI - 0,05 K;HPO, - 0,2;
ZnS0O45H,0 - 0,00002; CuSO4-5H,0 -
0,00005; MnSO,-5H,0 - 0,0003; H;BO; -
0,0006; MoO; - 0,00002; NaVO; - 0,00005,
COe/IMHEHNE ouc[N' -(2-runpokcu-kO-
OCH3WIHICH ) TUpU IUH-4-KapOoruapa3umat(-
1)-k®N',0] xenesa(lll) mutpar - Boma (2/3) -
0,01...0,012 /1 ¥ TUCTUILIMPOBAHHYIO BOAY JI0
1 n, umes pH 6,8..7,2; npu Temmneparype
23...257C, ocsemennn 2000...3000 1x/cM%, ¢
TIEPUOTUYCCKUM TIEPEMEIITHBAHUEM.

PesympTaT  cocroMT B IOBBINICHUH
coJiep’kaHusl (PEHOJIOB B STHJIOBOM JIKCTPAKTE,
TIOYYeHHOM U3 OMOMAacChl MUKPOBOIOPOCITH.

I1. popmymsr: 2

Ouwr.: 1
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Descriere:

Inventia se referd la chimie si biotehnologie, in special la sinteza unui nou compus
coordinativ al fierului(IIl), care poate fi utilizat pentru obtinerea unei biomase cu un
potential antioxidant sporit §i care poate fi utilizatd in industria alimentard si in
medicind, si la un procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum cu
utilizarea acestuia.

Este cunoscut procedeul de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum pe mediul
nutritiv mineral ce contine, g/L: NaNOs - 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; ZnSO4-5H,0 - 0,00002;
CuS0O,4-5H,0 - 0,00005; MnSO,-5H,0 - 0,0003; H3;BO; - 0,0006; MoO3 - 0,00002;
NaVOs; - 0,00005 si apa distilatd pand la 1L; avand pH-ul 6,8...7,2, la temperatura de
23...25°C si iluminarea de 2000...3000 Ix/cm? cu agitare lenta periodicd. In prima zi de
cultivare, mediul este suplimentat cu compusul [Fe;O(Gly)s(H,0)3](NOs3);-3,5H,0 in
concentratie de 0,01 g/L. Continutul fenolilor in biomasa de Porfiridium constituie
10,6...11,8 echivalent mg acid galic /g biomasa (cea mai apropiata solutie) [1].

Neajunsul acestui compus si al procedeului cunoscut constd in continutul redus de
fenoli in biomasa de Porfiridium.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie consta in obtinerea unui compus nou si
elaborarea unui procedeu eficient si reproductibil de sporire a continutului de fenoli in
biomasa de Porphyridium cruentum CNMN-AR-01, depozitatd in Colectia Nationala de
Microorganisme Nepatogene a Institutului de Microbiologie si Biotehnologie al ASM la
data de 09.08.2004.

Esenta inventiei constad in faptul ca se propune un compus coordinativ nou din clasa
compugilor coordinativi ai fierului(Ill) cu baze Schiff - bis[N'-(2-hidroxi-kO-
benziliden)piridin-4-carbohidrazidat(-1)-k?N',O]fier(111) nitrat - apa (2/3), care sporeste
continutul de fenoli in biomasa de Porphyridium cruentum.

De asemenea se propune un procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium
cruentum, care constd in aceea ca se cultiva microalga pe un mediu nutritiv ce contine,
g/L: NaNO; - 5,0; NaCl - 7,0; KCI -7,5; MgSQO,7H,0 - 1,8; Ca(NO;),-4H,0 - 0,15;
KBr - 0,05; Kl - 0,05; K;HPQO, - 0,2; ZnSO,-5H,0 - 0,00002; CuSO4-5H,0 - 0,00005;
MnSO,-5H,0 - 0,0003; H;BO;3 - 0,0006; MoO; - 0,00002; NaVOs; - 0,00005 si apa
distilatd pana la 1L, avand pH-ul 6,8...7,2; la temperatura de 23...25°C si iluminarea de
2000...3000 Ix/cm?, cu agitare periodica, totodatd mediul contine suplimentar compusul
bis[N'-(2-hidroxi-kO-benziliden)piridin-4-carbohidrazidat(-1)-k’N',O]fier(111) nitrat -
apa (2/3) in concentratie de 0,01...0,012 g/L.

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

Rezultatul tehnic al inventiei constd in majorarea continutului de fenoli in biomasa
microalgei Porphyridium cruentum cu 17...18% fata de cea mai apropiatd solutie.
Administrarea compusului din prima zi de cultivare stimuleazd acumularea
componentelor fenolice in biomasa microalgei, care sporesc valoarea biomasei de
Porfiridium in calitate de producétor de antioxidanti.

Rezultatul inventiei este conditionat de aplicarea, pentru prima datd, a compusului
bis[N'-(2-hidroxi-kO-benziliden)piridin-4-carbohidrazidat(-1)-k?N’,OJfier(11l) nitrat —
apa (2/3) in calitate de stimulator al biosintezei componentelor fenolice, care se
determind in biomasa de Porphyridium cruentum. Compusul revendicat se obtine la
agitarea amestecului ce contine sarea Fe(NOs);-9H,0 si ligandul izonicotinoilhidrazona-
2-hidroxi-benzaldehida (H,L) in raport molar de 1:2 in etanol. Reactia decurge timp de
jumatate de ora.

Procedeul de obtinere a compusului revendicat este simplu in executare, substantele
initiale sunt accesibile, randamentul constituie 70%. Compusul este stabil la contact cu
aerul, solubil in etanol la incilzire, acetonitril, practic insolubil in apa.

Exemplu de obtinere a compusului bis[N-(2-hidroxi-kO-benziliden)piridin-4-
carbohidrazidat(-1)-?N’,Ofier(111) nitrat — apa (2/3).

La solutia de 0,10 g (0,25 mmol) de Fe(NO;);-9H,0 in 20 ml de etanol se adauga
0,12 g (0,5 mmol) de izonicotinoilhidrazona-2-hidroxi-benzaldehida (H,L). Amestecul
obtinut se incalzeste la baia marind cu agitare permanenta timp de 30 min. La racire, din
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solutia de culoare cafenie-inchisa se obtine un precipitat fin de culoare neagra, care se
separa, se spald cu etanol, eter dietilic si se usuca in aer. Randamentul este de 0,11 g
(70%).

S-a determinat, %: C 50,03; H 4,90; N 15,78. Pentru CyHzsFeN;Og 5 s-a calculat, %:
C 49,94; H 3,71; N 15,68.

Cercetarea sub microscop a compusului coordinativ sintetizat demonstreaza ca
acesta posedd omogenitate fazicd. Pentru a elucida compozitia si structura lui s-a aplicat
metoda analizei elementelor si spectroscopia in IR.

in spectrul IR al ligandului necoordinat se observa o bandi pronuntati la 1678 cm™,
care corespunde oscilatiilor de valentd ale grupei v(C=0). In spectrul complexului
aceastd banda dispare 1n urma fenomenului de enolizare. De asemenea, in spectrul
compusului fierului dispare banda de absorbtie v(NH), insa apar benzi de absorbtie
noi, sianume: la 2567 si 2118 cm™ caracteristice pentru oscilatiile PyH*, aparute in
urma transferului protonului de la grupa NH la azotul heterociclic, formand PyH" (S. B.
Kalia, K. Lumba, G. Kaushal, M. Sharma. Indian J. Chem., 2007, 46A, 1233-1239; J.-
X.Wang, X.-Z. Li, L.-N. Zhu, J.-Y. Wang, H. Qu. J. Chem. Crystallogr., 2010, V40,
726-730; bemnamu JI. HMH(ppakpacHble CHEKTPBI CIOXKHBIX MOJeKyd. W3m-Bo
WuoctpanHoit nurepatypsl. Mocksa, 1963, 590 p.).

Astfel, in baza rezultatelor analizei elementelor si cercetarilor spectroscopice a fost
stabilitd compozitia si structura compusului revendicat. lonul de fier(Ill) manifesta
numarul de coordinare 6 cu doua molecule de ligand tridentat ONO si are o configuratie
spatiala octaedrica cu ionul nitrat in sfera externa. Structura propusd pentru compusul
coordinativ: bis[N -(2-hidroxi-kO-benziliden)piridin-4-carbohidrazidat(1)-
i®N',OTfier(I11) nitrat — apa (2/3) este prezentata in figura.

Exemple de aplicare a compusului bis[N-(2-hidroxi-kO-benziliden)piridin-4-
carbohidrazidat(-1)-«*N’,Ofier(l11) nitrat — apa (2/3) in calitate de biostimulator al
sintezei componentelor fenolice in 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; MgSO,-7H,0 - 1,8; Ca(NOs3),-4H,0 - 0,15; KBr -
0,05; KI - 0,05; K;HPO, - 0,2; ZnSO,-5H,0 - 0,00002; CuSO45H,0 - 0,00005;
MnSO,-5H,0 - 0,0003; H3BO; - 0,0006; MoOs - 0,00002; NaVO; - 0,00005 si apd
distilata pana la 1L. in prima zi de cultivare, la suspensia de Porfiridium, in calitate de
biostimulator al sintezei fenolilor, se adaugid compusul bis[N'-(2-hidroxi-icO-
benziliden)piridin-4-carbohidrazidat(-1)-k?N',O1fier(I111) nitrat — apa (2/3) fin
concentratie de 0,01 g/L. Cultivarea se efectueaza in baloane Erlenmayer a cate 1000 ml
cu 500 ml suspensie in urmatoarele conditii: pH-ul 6,8...7,2, temperatura de 23...25°C,
iluminare 2000...3000 Ix, cu agitare lentd periodica. La ziua a 10-a, biomasa de
Porfiridium se separa de lichidul cultural, se supune demineralizarii si se standardizeaza
dupi biomasi. in biomasa obtinuti se determind continutul fenolilor cu aplicarea
metodei Folin-Ciocalteu.

Biomasa de Porfiridium contine 13,8+0,04 (p<0,5) mg acid galic echivalent/g
biomasa, fatd de 11,8 mg acid galic echivalent/g biomasa in cazul celei mai apropiate
solutii (vezi tabelul). Sporul continutului de fenoli este de 17%.

Exemplul 2

Se prepara mediul nutritiv mineral cu urmatorul continut al componentelor (g/L):
NaNO; - 5,0; NaCl - 7,0; KCI - 7,5; MgSO,-7H,0 - 1,8; Ca(NOs),-4H,0 - 0,15; KBr -
0,05; KI - 0,05; K;HPO, - 0,2; ZnSO,-5H,0 - 0,00002; CuSO45H,0 - 0,00005;
MnSO,-5H,0 - 0,0003; H;BO; - 0,0006; MoOs - 0,00002; NaVO; - 0,00005 si apd
distilata pana la 1L. in prima zi de cultivare, la suspensia de Porfiridium, in calitate de
biostimulator al sintezei fenolilor, se adaugd compusul bis[N-(2-hidroxi-kO-
benziliden)piridin-4-carbohidrazidat(-1)-x?N’,O1fier(11) nitrat — apa (2/3) in
concentratia de 0,012 g/L. Cultivarea se efectueaza in baloane Erlenmayer a cate 1000
ml cu 500 ml suspensie in urmatoarele conditii: pH-ul 6,8...7,2, temperatura de
23...25°C, iluminarea de 2000...3000 Ix, cu agitare lentd periodicd. La ziua a 10-a,
biomasa de Porfiridium se separd de lichidul cultural, se supune demineralizarii §i se
standardizeazi dupa biomasa. In biomasa obtinuti se determind continutul fenolilor cu
aplicarea metodei Folin-Ciocalteu.
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Biomasa de Porfiridium contine 14,0+£0,05 (p<0,5) mg acid galic echivalent/g
biomasa, fatd de 11,8 mg acid galic echivalent/g biomasa in cazul celei mai apropiate
solutii (vezi tabelul). Sporul continutului de fenoli este de 18%.

Tabel
Continutul fenolilor in extractul etanolic de 96%, obtinut in baza biomasei de

Porphyridium cruentum, la cultivarea conform procedeului revendicat si celei mai

apropiate solutii

Procedeul aplicat Concentratia Continutul fenolilor,
compusului, g/L echivalent mg acid galic /g
biomasa
Conform celei mai apropiate 0,01 10,6...11,8
solutii
[FesO(Gly)s(H20)3](NOs)7-3,5H,0
0,01 13,8+0,04
Conform solutiei revendicate 0,012 14,0+0,05

Datele din tabel demonstreaza o crestere a continutului de fenoli in biomasa de
Porphyridium cruentum cu 17...18% conform procedeului revendicat, fata de procedeul
din cea mai apropiata solutie. Biomasa microalgei Porphyridium cruentum reprezinta o
sursd moderna de substante antioxidante, iatd de ce sporul continutului de fenoli este un
factor al cresterii valorii microalgei in calitate de producdtor de substante cu efect
antioxidant.

Proprietatile compusului bis[N'-(2-hidroxi-kO-benziliden)piridin-4-
carbohidrazidat(-1)-k?N ,OJfier(11l) nitrat — apa (2/3) prezinti interes pentru
biotehnologie in calitate de biostimulator al sintezei fenolilor, compusi cu proprietati
antioxidante, in biomasa microalgei Porphyridium cruentum.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Sadovnic D. Tehnologii de obtnere a preparatelor antioxidante si antiradicalice din
biomasa algei rosii Porphyridium cruentum CNM-AR-01. Teza de doctor in biologie,
Chisinau, 2014

(57) Revendicari:

1. Compusul bis[N'-(2-hidroxi-kO-benziliden)piridin-4-carbohidrazidat(-1)-
K’N',O]fier(111) nitrat - apa (2/3), care sporeste continutul de fenoli in biomasa de
Porphyridium cruentum.

2. Procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum, care consta in aceea
cé se cultiva microalga pe un mediu nutritiv ce contine, g/L: NaNOj - 5,0; NaCl - 7,0; KCI -
7,5; MgSO,4-7H,0 - 1,8; Ca(NOs),-4H,0 - 0,15; KBr - 0,05; Kl - 0,05; K,HPO, - 0,2;
ZnS0O4-5H,0 - 0,00002; CuSO,-5H,0 - 0,00005; MnSO,-5H,0 - 0,0003; H3;BO; - 0,0006;
MoO; - 0,00002; NaVO; - 0,00005 si apa distilatd pana la 1L, avand pH-ul 6,8...7,2; la
temperatura de 23...25°C si iluminarea de 2000...3000 Ix/cm?, cu agitare periodic,
caracterizat prin aceea ca mediul contine suplimentar compusul bis[N'-(2-hidroxi-kO-
benziliden)piridin-4-carbohidrazidat(-1)-k?N',O]fier(l11) nitrat - apa (2/3) in concentratie de
0,01...0,012 g/L.
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