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(54) Bis[1-fenil-3-metil-6-(piridinium-4-il)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-trien-1,6-diolato-
O*,N* O°Ifier(111) nitrat si procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium

cruentum cu utilizarea acestuia

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la chimie si
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[1-fenil-3-metil-6-
(piridinium-4-il)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-trien-
1,6-diolato-O",N*,O°]fier(111) nitrat.

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,O - 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; - 0,00002;
NaVO; - 0,00005, compusul bis[1-fenil-3-
metil-6-(piridinium-4-il)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-
trien-1,6-diolato-O',N*, Q°]fier(111)  nitrat —
0,01...0,011 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
lenta periodica.

Rezultatul constd in majorarea continutului
de fenoli in biomasa de microalga.

Revendicari: 2

Figuri: 1



(54) Bis[1-phenyl-3-methyl-6-(pyridinium-4-yl)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-triene-1,6-
diolato-O",N*,0°iron(I11) nitrate 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(ll)
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[1-phenyl-3-methyl-6-
(pyridinium-4-yl)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-triene-
1,6-diolato-O',N*,OJiron(111)  nitrate s
claimed.

Also claimed is a process for cultivation of
microalga Porphyridium cruentum, 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 —

2

1.8; Ca(NO3),-4H,0 — 0.15; KBr — 0.05; Kl —
0.05; K,HPO, — 0.2; ZnS0O,-5H,0 — 0.00002;
CuSO,5H,0 - 0.00005; MnSO45H,0 -
0.0003; H;BO; — 0.0006; MoO; — 0.00002;
NavVO; - 0,00005, the compound bis[1-
phenyl-3-methyl-6-(pyridinium-4-yl)-4,5-
diaza-hexa-1,3,5-triene-1,6-diolato-
O*N* 0%iron(IIl) nitrate — 0.01...0.011 and
distilled water up to 1 L, having the pH
6.8...7.2, at the temperature of 23...25°C, the
illumination of 2000...3000 Ix/cm? with
periodic slow agitation.

The result consists in increasing the phenol
content in the microalga biomass.

Claims: 2

Fig.: 1

(54) Buc[1-penna-3-metna-6-(nupuauauym-4-mn)-4,5-nua3a-rexkca-1,3,5-tpuen-
1,6-)1140.11aT0-Ol,N4,06]me.11e30(III) HUTPAT U CNOCO0 KYJIbTHBHPOBAHUSA
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 AHTUOKCHUIAHTHBIM mo-

TEHIMAIOM U KOTOpas  MOXeT  OBITh
WCMONB30BaHA B INMHUIICBOM MPOMBIILIICHHOCTH
U B MEJUIIMHE, U K CIIOCO0Y KYJIbTUBUPOBAHHMS
MuKpoBogopocian Porphyridium cruentum c
€ro MCITOJIb30BAaHUEM.

CornacHO ~ W300peTeHHIo,  3asBiseTcs
KOOpJIMHAIIMOHHOE  coequHeHne — Owmc[l-
¢dennn-3-metun-6-(mupuanauym-4-un)-4,5-
nmuasza-rexca-1,3,5-tpuen-1,6-muonaro-

0" N*,0°Jseneso(111)] murpar.

Tarxke,  3asBisercss  cnocod  KyJb-
TUBHPOBaHUS MUKpOBoopociau Porphyridium
cruentum, KOTOpBIM COCTOMT B TOM, 4YTO
KYJIbTUBUPYETCSI MHUKPOBO/IOPOCITH Ha
MUTATEIBHON Cpefie, KOTopasl CONEpPIKHT, I/I:

2
NaNO; - 50; NaCl - 7,0, KCI - 75
MgSO4-7H,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,
COCIIMHEHUE ouc[1-¢penmn-3-metnn-6-
(mupunuanyM-4-1n)-4,5-1naza-rekca-1,3,5-
tpren-1,6-mmonaro-O',N*, 0% Jkeneso(111)
mutpar - 0,01..0,011 u gucTUIIMPOBaHHYIO
Bogy no 1 1, umes pH 6,8..7,2; mnpu
TeMIleparype 23...25°C, OCBEILIEHUU
2000...3000 JK/CM?, C Me€IJIEHHBIM
MEPHONUECKUM MEPEMEITUBAHUEM.

Pe3ysapraT  COCTOMT B MOBBIIICHHH
COJIepKaHUS (heHonoB B ouomacce
MHUKPOBOIOPOCIIH.

I1. popmymsr: 2

Our.: 1
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Descriere:

Inventia se refera la chimie si biotehnologie, in special la sinteza unui nou
compus coordinativ al fierului(Ill) 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

In ultimii ani chimia coordinativa a inregistrat realizari importante in domeniul
sintezei si studiului liganzilor polidentati si al compusilor coordinativi ai metalelor
3d in baza hidrazidei acidului izonicotinic. Interesul fatd de acesti compusi este sporit
gratie proprietatilor biologice pronuntate, care se reflectd firesc si asupra aspectului practic
(Sevim Rollas and §. Giiniz Kigiikgiizel. Biological Activities of Hydrazone
Derivatives. Molecules, 2007, p. 1910-1939).

Compusul coodinativ este propus spre aplicare in biotehnologiile de tip intensiv
in scopul obtinerii de biomasa cu un potential antioxidant sporit. Biomasa obtinuta
este utilizata in calitate de materie prima pentru obtinerea produselor antioxidante,
care pot fi utilizate in procesarea produselor alimentare si in scopuri medicale in
calitate de antioxidanti (Rudic Valeriu et al. Ficobiotehnologie — cercetari
fundamentale si realizari practice. Tipografia "Elena V.I." SRL, Chisinau, 2007, 365
p)-

Este cunoscut un procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum pe
mediul nutritiv ce contine, g/L: NaNOjs - 5,0; NaCl - 7,0; KCI -7,5; MgSQO,-7H,0 -
1,8; Ca(NOs;),-4H,0 - 0,15; KBr - 0,05; KI - 0,05; K;HPO, - 0,2; ZnSO4-5H,0 -
0,00002; CuSO,-5H,0 - 0,00005; MnSQO4-5H,0 - 0,0003; H3BO; - 0,0006; M0O; -
0,00002; NaVO; - 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. In prima zi de cultivare in mediul nutritiv se introduce compusul
[FesO(Gly)s(H20)3](NO3)7-3,5H,0 in cantitate de 0,01 g/L [1].

Continutul de fenoli in biomasa de Porphyridium constituie 10,6...11,8
echivalent mg acid galic/g biomasa.

Neajunsul compusului si al procedeului cunoscut constd in continutul redus de
fenoli in biomasa de Porphyridium.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in sinteza unui compus nou
si elaborarea unui procedeu eficient si reproductibil de sporire a continutului de
fenoli in biomasa de Porphyridium cruentum CNMN-AR-01.

Esenta inventiei constd in faptul cd se propune un compus coordinativ nou —
bis[1-fenil-3-metil-6-(piridinium-4-il)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-trien-1,6-diolato-

O N* O°lfier(1ll)  nitrat  ([Fe(L-H);JNO;), obtinut  prin interactiunea
izonicotinoilhidrazonei 1-fenil-1,3-butandionei si a azotatului de Fe(Ill) in raport
molar 2:1.

De asemenea, se propune un procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium
cruentum, care constd in aceea ca se cultivd microalga pe un mediu nutritiv ce
contine, g/L: NaNO; - 5,0; NaCl - 7,0; KClI -7,5; MgSO,7H,0 - 18;
Ca(NQO3),-4H,0 - 0,15; KBr - 0,05; KI - 0,05; K;HPO,4 - 0,2; ZnSO,5H,0 -
0,00002; CuSO,-5H,0 - 0,00005; MnSO,-5H,0 - 0,0003; H3BO; - 0,0006; MoOs; -
0,00002; NaVO;3; - 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 lenta
periodicd, totodatd mediul contine suplimentar compusul bis[1-fenil-3-metil-6-
(piridinium-4-il)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-trien-1,6-diolato-O*,N*, 0%|fier(111) nitrat in
concentratie de 0,01...0,011 g/L.

Continutul de fenoli, determinat prin metoda Folin-Ciocalteu, in biomasa de
Porphyridium este de 13,9...14,2 echivalent mg acid galic /g biomasa.

Compusul sus-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 18...20% fata de cea mai apropiata
solutie. Administrarea compusului din prima zi de cultivare stimuleazd acumularea
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componentelor fenolice in biomasa microalgei, care sporesc valoarea biomasei de
Porphyridium in calitate de producitor de antioxidanti.

Rezultatul inventiei este conditionat de aplicarea pentru prima datd a compusului
[Fe(L-H)2]JNOs in calitate de stimulator al biosintezei componentelor fenolice de
cétre microalga Porphyridium cruentum.

Exemplu de obtinere a compusului revendicat

In urma reactiei dintre izonicotinoilhidrazona 1-fenil-1,3-butandionei si azotatul
de fier(111) in raport molar de 2:1, la incélzire prin agitare, se obtine combinatia
complexa sub forma de cristale de culoare verde-intunecata, care decurge conform
schemei de mai jos:

ww@
N \H/QN + Fe(NO,),- 9H,0 )_ \

CGHS/E CH,OH o/ \ \CH
L A=
O

2

[FE(L-H)z] N03

Schema 1. Obtinerea compusului [Fe(L-H),]NO3

Structura ligandului necoordinat stabilitd cu raze X este descrisa in (Cocu Maria,
Shova Sergiu, Gutium Victoria, Bulhac lon. Synthesis and structure of new
ligands based on isonicotinic hydrazide. The 5th Conference on Materials Science
and Condensed Matter Physics and at the Symposium in Memoriam of Acad. Boris
LAZARENKO (1910-1979) "Electrical Methods of Materials Treatment”.
September 13 - 17, 2010, Chisinau, Republic of Moldova, MSP 11P, p. 80) si este
prezentatd in figura, in care la impachetarea cristalina are loc formarea legaturilor de
hidrogen cu participarea grupelor C=0 si NH. In spectrul IR al ligandului liber se
manifesti benzile v(NH)=3218 cm™ si v(C=0)=1664 cm™’ (bemmamu JI.
HHppakpacHble CHOEKTPbI CIOXKHBIX MOJEKYJI. V37aTenbCTBO HMHOCTPAHHOM
muteparypsl, MockBa, 1963, 592 p.).

Compusul obtinut a fost caracterizat prin analiza chimica elementala si spectrele
IR inregistrate in domeniul 4000...400 cm™.

In spectrul IR al compusului coordinativ al fierului [Fe(L-H),]NO; dispare banda
v(NH), iar v(C=0) se deplaseazi la 1631cm™ (Hakamoro K. VK crekTpsl u
cniektpsl KP Heoprannyeckux M KOOPJAMHALMOHHBIX coeauHeHuid. MockBa, Mup,
1991, 536 p). In spectrul IR al complexului spre deosebire de cel al ligandului liber
se manifestd doud benzi late de intensitate medie in regiunea 2600...2000 cm™, care
pot fi atribuite oscilatiilor C=NH" din piridiniu, dupa cum si alte doua la 1387 cm™
foarte intensivi si 826 cm™ medie, ce confirma prezenta ionului NOs™ (Tapacesuu b.
H. UK crnekTpsl OCHOBHBIX KJIACCOB OpraHMYecKux coeauHeHuil. CrpaBoyHbIE
Mmarepuaibl, Mockea, 2012, 54 p.).

Datele analizei elementale confirmd coordinarea a doua molecule de
izonicotinoilhidrazona a 1-fenil-1,3-butandionei la un atom de fier.

Datele structurale ale ligandului necoordinat si cele spectrale ale ligandului si
complexului fierului conduc la concluzia ca ligandul coordineaza la metal ca unul
tridentat (setul de atomi ONO) si monodeprotonat cu delocalizarea electronilor pe
legaturile N-C-O ale fragmentului amidic §i migratia protonului de la grupa N-H a
acestui fragment la atomul de azot heterociclic, confirmadnd componenta
complexului [Fe(L-H)2]NO; (Jin-Xiu Wang, Xiao-Zeng Li, Li-Na Zhu, Ji-Yao
Wang, Hao Qu. Synthesis and Crystal Structure of a Fe(lll) Complex with an
Isonicotinyl  Ligand, [Fe(N-Isonicotinamidosalicylaldimine)Cl,]. J.  Chem.
Crystallogr., 2010, 40, p. 726-730 DOI 10.1007/s10870-010-9726-6).

NO,
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Exemplu de obtinere a [Fe(L-H),]NOs

0,4 g izonicotinoilhidrazona 1-fenil-1,3-butandionei se dizolva in 10 ml
metanol. La solutia obtinutd se adaugd solutia formata din 0,2 g Fe(NOj3)3-9H,0
dizolvat in 10 ml metanol. Amestecul se incélzeste timp de 10 min. Din solutia
obtinuta de culoare neagra cad cristale marunte de culoare verde-intunecatd, care se
separa de solutia-mama prin filtrare, se spala cu metanol si eter dietilic si se usuca la
aer.

Se obtin 0,15 g (randamentul reactiei este de 44,6%).

Compusul este solubil in cloroform, dimetilformamida, dimetilsulfoxid,
etanol, metanol si insolubil in apa.

Rezultatele analizei elementale pentru Cs;HygN;,O;Fe (M =678 g):

gasit: C, 57,37; H, 4,31; N, 14,17; calculat: C, 56,64; H, 4,13; N, 14,45.

Exemple de aplicare a compusului [Fe(L-H);]JNO; in calitate de stimulator al
acumularii componentelor fenolice in biomasa microalgei Porphyridium cruentum

Exemplul 1

Se prepara mediul mineral nutritiv 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;HPQO, - 0,2; ZnSO,-5H,0 - 0,00002; CuSO,-5H,0 - 0,00005;
MnS0O,-5H,0 - 0,0003; H3BO; - 0,0006; MoOs - 0,00002; NaVOs; - 0,00005 si apa
distilatd pana la 1litru. in prima zi de cultivare la suspensia de Porphyridium, in
calitate de stimulator al biosintezei fenolilor, se adaugd compusul [Fe(L-H),]NOs in
concentratie de 0,01 g/L. Cultivarea se efectueazd in baloane Erlenmayer a cate
1000 ml cu 500 ml suspensie in urmaétoarele conditii: pH-ul 6,8...7,2, temperatura
de 23...25°C, iluminarea de 2000...3000 Ix/cm? agitare lenta periodici. La ziua a
10-a, biomasa de Porphyridium se separa de lichidul cultural, se supune
demineralizirii si se standardizeaza dupa biomasa. in biomasa obtinuta se determini
continutul de fenoli cu aplicarea metodei Folin-Ciocalteu.

Biomasa de Porphyridium contine 13,94+0,06 (p<0,5) mg acid galic echivalent/g
biomasa, fatd de 11,8 mg acid galic echivalent/g biomasd in cazul celei mai
apropiate solutii (vezi tabelul). Sporul continutului de fenoli este de 18%.

Exemplul 2

Se preparda mediul mineral nutritiv 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;HPQO, - 0,2; ZnSO,-5H,0 - 0,00002; CuSO,-5H,0 - 0,00005;
MnS0O,-5H,0 - 0,0003; H3BO; - 0,0006; MoOs - 0,00002; NaVOs - 0,00005 si apd
distilata pana la 1L. in prima zi de cultivare la suspensia de Porphyridium, in calitate
de stimulator al biosintezei fenolilor, se adaugd compusul [Fe(L-H),]JNO; in
concentratie de 0,011 g/L. Cultivarea se efectueaza in baloane Erlenmayer a cate
1000 ml cu 500 ml suspensie in urmaétoarele conditii: pH-ul 6,8...7,2, temperatura
de 23...25°C, iluminarea de 2000...3000 Ix/cm? agitare lenta periodici. La ziua a
10-a, biomasa de Porphyridium se separa de lichidul cultural, se supune
demineralizirii si se standardizeaza dupa biomasa. in biomasa obtinuta se determina
continutul de fenoli cu aplicarea metodei Folin-Ciocalteu.

Biomasa de Porphyridium contine 14,244+0,04 (p<0,5) mg acid galic echivalent/g
biomasa, fatd de 11,8 mg acid galic echivalent/g biomasda in cazul celei mai
apropiate solutii (vezi tabelul). Sporul continutului de fenoli este de 20%.

Tabel
Continutul de fenoli in biomasa de Porphyridium cruentum, obtinuta la cultivare
conform procedeului revendicat si celei mai apropiate solutii

Procedeul utilizat Concentratia Continutul  de  fenoli,
compusului, g/L echivalent mg acid galic /g
biomasa
Cea mai apropiata solutie 0,01 10,6-11,8
Conform solutiei revendicate 0,01 13,9+0,06
0,011 14,24+0,04
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Datele din tabel demonstreaza o crestere a continutului de fenoli in biomasa de
Porphyridium cruentum cu 18...20% conform procedeului revendicat, fatd de
procedeul cel mai apropiat. Biomasa microalgei Porphyridium cruentum reprezinta
o sursa modernd de substante antioxidante, iatd de ce sporul continutului de fenoli
este un factor al cresterii valorii porfiridiumului 1n calitate de producator de
substante cu efect antioxidant. Proprietatile compusului [Fe(L-H),]JNO; prezinta
interes pentru biotehnologie in calitate de stimulator al biosintezei 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, Chigindu, 2014

(57) Revendicari:

1. Compusul bis[1-fenil-3-metil-6-(piridinum-4-il)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-trien-
1,6-diolato-O',N*,0°]fier(111) nitrat, care sporeste continutul de fenoli in biomasa de
Porphyridium cruentum.

2. Procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum, care consti in
aceea ca se cultiva microalga pe un mediu nutritiv ce contine, 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; CuSO,-5H,0 - 0,00005; MnSO,-5H,0
- 0,0003; H3BO; - 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 si iluminarea de 2000...3000
Ix/cm?, cu agitare lentd periodica, caracterizat prin aceea ci mediul contine
suplimentar compusul bis[1-fenil-3-metil-6-(piridinum-4-il)-4,5-diaza-hexa-1,3,5-
trien-1,6-diolato-O",N*,0°]fier(111) nitrat in concentratie de 0,01...0,011 g/L.

Sef adjunct Directie Brevete: IUSTIN Viorel
Sef Sectie Examinare: LEVITCHI Svetlana
Examinator: LUPASCU Lucian

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisindu, Republica Moldova
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