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cruentum cu utilizarea acestuia

(57) Rezumat:

1

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

Conform inventiei, se revendica un compus
coordinativ - bis{bis(dimetilglioximato)cloro}-
p-3-formilpiridinizonicotinoilhidrazona-di-
cobalt(IlT), ce sporeste sinteza lipidelor si
acidului eicosapentaenoic.

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: NaNO; - 5,0;

2
NaCl - 7,0; KCI - 7,5; MgS0O,?7H,0 - 1,8;
Ca(NOs3),?4H,0 - 0,15; KBr - 0,05; KI - 0,05;
K,HPO, - 0,2; FeCl3?6H,0 - 0,0027;
ZnSO,?5H,0 - 0,00002; CuSO4?5H,0 -
0,00005; MnSO,?5H,0 - 0,0003; H;BO; -
0,0006; MoO; - 0,00002; NaVO; - 0,00005;
compusul bis{bis(dimetilglioximato)cloro}-u-
3-formilpiridinizonicotinoilhidrazona-di-
cobalt(l11) - 0,008...0,012 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 lenta periodica.
Revendicari: 2




(54) Compound bis{bis(dimethylglyoximato)chloro}-p-3-formylpiridineisonico-
tinoylhydrazone-di-cobalt(111) and process for cultivation of microalga

Porphyridium cruentum with its use

(57) Abstract:

1

The invention relates to chemistry and
biotechnology, namely to a coordinative
compound of cobalt(lll) and a process for
cultivation of microalga Porphyridium
cruentum with its use.

According to the invention, a coordinative
compound - bis{bis(dimethylgly-
oximato)chloro}-u-3-formylpiridineisonicoti-
noylhydrazone-di-cobalt(111) is claimed, which
increases lipid and eicosapentaenoic acid
synthesis.

It is also claimed a process for cultivation
of microalga Porphyridium cruentum, which
consists in that microalga is cultivated on a
nutrient medium containing, g/L: NaNO; —

2
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; FeCl;?6H,0 — 0.0027;
ZnSO,?5H,0 — 0.00002; CuSO4?5H,0 -
0.00005; MnSO,4?5H,0 — 0.0003; H3;BO; —
0.0006; MoO; — 0.00002; NaVO; — 0.00005;
the compound bis{bis(dimethylgly-
oximato)chloro}-u-3-formylpiridineisoni-
cotinoylhydrazone-di-cobalt(l11) -
0.008...0.012 and distilled water up to 1 L,
having pH 6.8...7.2; at the temperature of
23...25°C, the light of 2000...3000 Ix/cm?
with slow periodical agitation.
Claims: 2

(54) Coenunenne ouc{0OuC(IMMETHITIHOKCHMATO)XJI0P }-U-3-(hOpMUINHPHIUHE-
30HUKOTHHOMJITHIPa30H-11-K06aabT(111) 1 cocod KyJIbTHBHpPOBaHUS
MHKpoBoaopociau Porphyridium cruentum ¢ ero ncnoJsib3oBaHuem

(57) Pedepar:

W3o0pereHrie OTHOCHTCS K XHMHUH U
OMOTEXHOJIOTHH, B YaCTHOCTH K
KOOpIMHAIIMOHHOMY COE/IMHEHUIO KO-
6anera(lll) M x cnocoOy KynbTUBHPOBAHHMS
MuKpoBogopociaun Porphyridium cruentum c
€ro MCITOJIb30BAaHUEM.

CornmacHo  M300peTEHMIO,  3asBIACTCS
KOOpIUHAIIMOHHOE coeanHenue - ouc{ouc(mu-
METHITITHOKCUMATO)XJIOP }- L-3-(DOpMUITITHPH-
JMHU30HUKOTHHOUITUpa3oH-au-kobanst(111),
KOTOpOE€ TIIOBBIIIAET CHHTE3 JIMIUAOB U
9MKOCAIeHTaeHOEBOH KUCIIOTHI.

Taxoke, 3asBisieTcss Crnocod  KyNbTH-
BUpOBaHUs MHKpoBojgopocian Porphyridium
cruentum, KOTOpPBIM COCTOMT B TOM, 4TO
KYJbTHBUPYIOT MHUKPOBO/IOPOCITH Ha
MIUTATEIBHON Cpefie, KOTOopasi CONEpPIKHT, I/I:

2
NaNO; - 5,0; NaCl - 7,0, KCI - 75
MgS0O4?7H,0 - 1,8; Ca(NOs;),?4H,0 - 0,15;
KBr - 0,05 KI - 0,05 K;HPO, - 0,2;
FeCl3?6H,0 — 0,0027; ZnSO,?5H,0 -
0,00002; CuS0O,?5H,0 - 0,00005;
MnSO,?5H,0 - 0,0003; H;BO; - 0,0006;
MoO; - 0,00002; NaVvO; - 0,00005;
COEIMHEHUE ouc{6uc(IMMEeTHITITHOKCH-
MaTo)XJIop }-U-3-hOpMUITHPH JUHU3OHU KO TH-
nownruzapa3on-au-kobanst(l11) - 0,008...0,012
U JAUCTWIIMPOBaHHYIO Boay 1o 1 i1, umes pH
6,8..7,2; mpu  Temmeparype 23...25°C,
ocseniennn 2000...3000 J'IK/CMZ, C MEJICHHBIM
MIEPHOINIECKUM TIepEMEIIUBAHUEM.
I1. popmymsr: 2
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Descriere:

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

Este cunoscut cd concentratiile relativ mici de cobalt in mediu nutritiv induc unele
modificdri ale reactiilor enzimatice, ca rezultat are loc intensificarea proceselor
metabolice. S-a determinat ca ionii de Co®* in concentratii mici intensifici reactiile de
fosforilare si poseda efect antioxidant, inhiband peroxidarea lipidelor membranice [1].

Este cunoscut procedeul de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum pe
mediul nutritiv mineral ce contine, g/L: NaNO; - 50; NaCl - 7,0; KCI - 7,5;
MgS0O4?7H,0 - 1,8; Ca(NOs;),?4H,0 - 0,15; KBr - 0,05; Kl - 0,05; K,HPO, - 0,2; 1,0
ml solutie de microelemente care contine, in g/L: FeCl3?6H,0 — 0,0027; ZnSO,?5H ,0
- 0,00002; CuS0O,4?5H,0 - 0,00005; MnSO,?5H,0 - 0,0003; H3BO; - 0,0006; MoOs; -
0,00002; NaVOs; - 0,00005 si apa distilata pana la 1L; pH-ul 6,8...7,2, temperatura de
23...25°C, iluminarea de 2000...3000 Ix/cm®. In calitate de stimulator mediul mineral
contine compusul coordinativ cu formula generald 1,2[Co(NH3)Bren,]S,0¢ in
concentratie de 1,5 mg/L. Biomasa obtinuta contine 10,8% lipide. Continutul acidului
eicosapentaenoic este de 0,4% BAU (biomasa absolut uscata), iar cantitatea acidului
arahidonic este de 0,5% BAU [2].

Dezavantajul acestui procedeu constd 1in continutul redus al acidului
eicosapentaenoic in biomasa de Porphyridium cruentum (0,4% BAU).

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in elaborarea unui procedeu
eficient si reproductibil de sporire a continutului de lipide si acid eicosapentaenoic in
biomasa de Porphyridium cruentum.

Conform inventiei, se revendicd compusul coordinativ
bis{bis(dimetilglioximato)cloro}-u-3-formilpiridinizonicotinoilhidrazona-di-cobalt(l11),
ce sporeste sinteza lipidelor si a acidului eicosapentaenoic.

De asemenea, se revendica un procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium
cruentum, care constd 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; Ca(NOs;),?4H,0 - 0,15;
KBr - 0,05; KI - 0,05; K;HPO;, - 0,2; FeCl;?6H,0 — 0,0027; ZnSO,?5H,0 - 0,00002;
CuS0O4?5H,0 - 0,00005; MnSO,?5H,0 - 0,0003; H3BO; - 0,0006; MoO; - 0,00002;
NaVO; - 0,00005; compusul bis{bis(dimetilglioximato)cloro}-u-3-
formilpiridinizonicotinoilhidrazona-di-cobalt(l11) - 0,008...0,012 si apa distilatd pana la
1L, avand pH-ul 6,8...7,2; la temperatura de 23...25°C, iluminarea de 2000...3000
Ix/cm?, cu agitare lent periodica.

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

Rezultatul tehnic al inventiei constd in obtinerea biomasei de Porphyridium
cruentum cu un continut de lipide mai mare cu 23,6...25% si a cantitatii acidului
eicosapentaenoic de 5,15...5,2 ori mai mare fatd de cea mai apropiatd solutie.
Administrarea compusului din prima zi de cultivare stimuleaza acumularea lipidelor si a
acidului eicosapentaenoic in biomasa microalgei.

Rezultatul inventiei este conditionat de aplicarea, pentru prima datd, a compusului
bis{bis(dimetilglioximato)cloro}-u-3-formilpiridinizonicotinoilhidrazo-na-di-cobalt(I11)
in calitate de stimulator al acumuldrii lipidelor si a biosintezei acidului gras
eicosapentaenoic in biomasa de Porphyridium cruentum. Compusul dat in concentratia
propusa se manifestd in calitate de stimulator al lipidogenezei la Porphyridium
cruentum, fapt confirmat prin lipsa unui efect inhibitor asupra producerii de biomasa.

Procedeul de obtinere a compusului este simplu in executare, substantele initiale
accesibile, randamentul constituie 75% fatd de cel teoretic calculat. Compusul
revendicat este stabil in contact cu aerul, solubil in alcooli, bine solubil in
dimetilformamida si dimetilsulfoxid, putin solubil in apa, practic insolubil in eter
dietilic.

Exemplu de obtinere a bis{bis(dimetilglioximato)cloro}-p-3-formilpiridinizoni-
cotinoilhidrazona-di-cobalt(I11)
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La suspensia metanolica, care contine 0,08 g de [CoCl(DmgH),(H,O)], unde
(DmgH), — dimetilglioximd in 15 mL metanol, incalzitd si amestecatd in permanentd cu
ajutorul agitatorului magnetic, se adauga 10 mL de solutie metanolica ce contine 0,03 g
de 3-piridincarbaldehidaizonicotinoilhidrazona (HL). In continuare, amestecul reactant
se refluxeaza timp de o ora, utilizand un refrigerent ascendent. La racire si evaporare
lentd in solutie se depun cristale rombice de culoare cafenie deschisa, care se filtreaza si
se usuca la aer.

S-a determinat, %: Co-13,09; C-38,12; H-3,99; N-19,02. Pentru CygH35C0,N1,04Cly:
s-a calculat, %: Co-13,46; C-38,41; H-4,38; N-19,20. Structura moleculara si cristalina
a [Co,Cl(DmgH)4(HL)] a fost determinata, aplicind metoda difractiei razelor X si este
prezentatd mai jos.

A~ < _

Analizand structura complexului s-a constatat ca molecula are forma de ,,V”.
Atomii de Co(lll) in [Co,Cl,(DmgH)4HL] sunt hexacoordinati, poliedrul de coordinare
fiind o bipiramida tetragonald formata de cinci atomi de azot si unul de clor (fig. 1).
Distantele interatomice axiale Co—N, egale cu 1,944(3) si 1,962(3) A, sunt semnificativ
mai mari decit cele ecuatoriale egale in medie cu 1,890(3) si 1,884(3) A, Co—Cl fiind
2.226(1) si 2,229(1) A. Planul bazal al poliedrului de coordinare al atomului de metal in
acest complex este format de doud resturi bidentate de DmgH", pozitiile apicale fiind
ocupate de anionul de CI” si de ligandul bidentat HL. Cele doua resturi de DmgH™ se
leagd intre ele via legdturi de hidrogen O-H---O, tipice pentru a-dioximati. Distantele
interatomice donor---acceptor O--O se afli in intervalul 2,469(4) — 2,506(7) A si
coreleaza cu parametrii legaturilor de hidrogen din complecsii octaedrali de Co(lll), ce
contin ca fragment de bazi [Co(DmgH),]". Setul de atomi N, din planul ecuatorial este
practic planar (0,025 A pentru Col si £0,016 A pentru Co2), iar devierile atomilor de
cobalt din aceste planuri spre atomii de azot heterociclici din molecula bazei Schiff din
pozitia apicald sunt respectiv - 0,048 si - 0,030 A.

Exemple de aplicare a bis{bis(dimetilglioximato)cloro}-pu-3-
formilpiridinizonicotinoilhidrazona-di-cobalt(lll) in calitate de stimulator al
lipidogenezei la microalga Porphyridium cruentum

Exemplul 1

Se preparda 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(NO3),;?4H,0 - 0,15; KBr -
0,05; KI - 0,05; K;HPO, - 0,2; 1,0 ml solutie de microelemente, care contine, in g/L:
FeCl3?6H,0 - 0,0027; ZnSO,?5H,0 - 0,00002; CuSO4?5H,0 - 0,00005;
MnS0O,?5H,0 - 0,0003; H;BO; - 0,0006; MoO; - 0,00002; NaVO; - 0,00005 si apa
distilata pand la 1L. in prima zi de cultivare, in calitate de stimulator al activitatii
antioxidante se adauga bis{bis(dimetilglioximato)cloro}-pu-3-
formilpiridinizonicotinoilhidrazona-di-cobalt(lll) in concentratie de 0,008 g/L.
Cultivarea se efectueaza in baloane Erlenmayer a cate 100 mL cu 50 mL de suspensie,
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avand pH-ul 6,8...7,2, la temperatura de 23...25°C, iluminarea de 2000...3000 Ix/cm?,
cu agitare lentd periodicd. Continutul de lipide In biomasa obtinutd constituie
13,35+0,28%, fata de 10,8% BAU in cazul celei mai apropiate solutii (vezi tabelul).
Continutul acidului eicosapentaenoic este de 2,06% BAU fata de 0,4% BAU in cazul
celei mai apropiate solutii (vezi tabelul).

Exemplul 2

Se prepara mediul nutritiv mineral cu urmatorul continut al componentelor, g/L:
NaNO; - 5,0; NaCl - 7,0; KCI - 7,5; MgS0O,4?7H,0 - 1,8; Ca(NO3),?4H,0 - 0,15; KBr -
0,05; KI - 0,05; K,HPO, - 0,2; 1,0 ml solutie microelemente, care contine, in g/L:
FeCl3?6H,0 - 0,0027; ZnSO,?5H,0 - 0,00002; CuSO,4?5H ,0 - 0,00005; MnSO,?5H,0
- 0,0003; H;BO; - 0,0006; MoO; - 0,00002; NaVO;3; - 0,00005 si apa distilata pana la
1L. in prima zi de cultivare in calitate de stimulator al activitatii antioxidante se adaug
bis{bis(dimetilglioximato)cloro}-u-3-formilpiridinizonicotinoilhidrazona-di-cobalt(l11)
in concentratie de 0,012 g/L.

Cultivarea se efectuecaza in baloane Erlenmayer a cate 100 mL cu 50 mL de
suspensie, avand pH-ul 6,8...7,2, la temperatura de 23...25°C, iluminarea de
2000...3000 Ix/cm?, cu agitare lent periodicd. Continutul de lipide in biomasa obtinuta
constituie 13,5+0,66%, fata de 10,8% BAU in cazul celei mai apropiate solutii (vezi
tabelul). Continutul acidului eicosapentaenoic este de 2,1% BAU fata de 0,4% BAU in
cazul celei mai apropiate solutii (vezi tabelul).

Tabel

Continutul de lipide si acid eicosapentaenoic in biomasa de Porphyridium cruentum
obtinutd la cultivarea conform procedeului revendicat si celei mai apropiate solutii

Concentratia Continutul de lipide, %
Procedeul aplicat compusului revendicat, | BAU/continutul acidului
g/L eicosapentaenoic, % BAU
Conform celei mai 0,0015 10,8/0,4
apropiate solutii
Conform solutiei 0,008 13,35+0,28 / 2,06+1,14
revendicate 0,012 13,5+0,66% / 2,1+1,22

Datele din tabel demonstreazd cresterea continutului de lipide in biomasa de
Porphyridium cruentum cu 23,6...25% conform procedeului revendicat fata de
procedeul celei mai apropiate solutii si sporul de 5,15...5,25 ori a continutului acidului
eicosapentaenoic. Biomasa microalgei Porphyridium cruentum reprezintd o sursa de
acid gras omega-3 si acid eicosapentaenoic, iatd de ce posibilitatea sporirii biosintezei
acidului eicosapentaenoic in biomasa de Porfiridium prezintd un interes pentru
ficobiotehnologie.

Proprietatile ~ compusului bis{bis(dimetilglioximato)cloro}-u-3-formilpiridin-
izonicotinoilhidrazona-di-cobalt(l11) prezinta interes pentru aplicare in biotehnologie in
calitate de stimulator al lipidogenezei la microalga Porphyridium cruentum.
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(57) Revendicari:

1. Compusul  bis{bis(dimetilglioximato)cloro}-u-3-formilpiridinizonicotino-
ilhidrazona-di-cobalt(III) ce sporeste sinteza lipidelor si acidului eicosapentaenoic.

2. Procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum, care consta in
aceea ca se cultiva microalga pe un mediu nutritiv ce contine, g/L: NaNO;s - 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; FeCl3?6H,0 — 0,0027; ZnSO,?5H,0 - 0,00002; CuSO,4?5H,0 -
0,00005; MnS0O,?5H,0 - 0,0003; H;BO; - 0,0006; MoOs; - 0,00002; NaVOs; - 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 periodici, caracterizat prin aceea
ca mediul contine suplimentar compusul bis{bis(dimetilglioximato)cloro}-pu-3-
formilpiridinizonicotinoilhidrazona-di-cobalt(l1l) in concentratie de 0,008...0,012
g/L.
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