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cruentum cu utilizarea acestuia

(57) Rezumat:

1

Inventia se refera la chimie si
biotehnologie, si anume la sinteza unui nou
compus coordinativ al cobaltului(IIl) si la un
procedeu de cultivare a microalgei
Porphyridium cruentum cu utilizarea acestuia.

Conform inventiei, se revendica un compus
coordinativ.  —  bis(dimetilglioximato)cloro
(izonicotinoilhidrazona-2-hidroxi-1-
naftaldehida)cobalt(III).

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: NaNOs - 5,0;
NaCl - 7,0; KCI -7,5; MgSO,-7H,0O - 1.8;
Ca(NO;),-4H,0 - 0,15; KBr - 0,05; Kl - 0,05;

2

K,HPO, - 0,2; FeCl3-6H,0 - 0,0027;
ZnSO45H,0 - 0,00002; CuSO45H,0 -
0,00005; MnSO,-5H,0 - 0,0003; H3BO; -
0,0006; MoO; - 0,00002; NaVOs; - 0,00005;
compusul bis(dimetilglioximato) cloro(izoni-
cotinoilhidrazona-2-hidroxi-1-naftaldehida)co-
pbalt(I11) - 0,010...0,014 g/L 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?.

Rezultatul constd in majorarea continutului
de lipide si de acid eicosapentaenoic in
biomasa absolut uscata de microalga.

Revendicari: 2



(54) Bis(dimethylglyoximato)chloro(isonicotinoylhydrazone-2-hydroxy-1-
naphthaldehyde)cobalt(l11) and process for cultivation of Porphyridium
cruentum microalga with the use thereof

(57) Abstract:

1

The invention relates to chemistry and
biotechnology, in particular to the synthesis of
a new coordinative compound of cobalt(l1)
and a process for cultivation of Porphyridium
cruentum microalga with the use thereof.

According to the invention, a coordinative
compound — bis(dimethylglyoximato)chlo-
ro(isonicotinoylhydrazone-2-hydroxy-1-
naphthaldehyde)cobalt(l11) is claimed.

It is also claimed a process for cultivation
of  Porphyridium  cruentum  microalga,
consisting in that microalga is cultivated on a
nutrient medium, comprising in g/L: NaNO; —
5.0; NaCl - 7.0; KCI - 7.5; MgSO,-7H,0 —
1.8; Ca(NO,),-4H,0 - 0.15; KBr —0.05; KI -

2

0.05; K,HPO, — 0.2; FeCl;-6H,0 — 0.0027;
ZnSO,5H,0 - 0.00002; CuSO,5H,0 -
0.00005; MnSO,-5H,0 — 0.0003; H3BO; —
0.0006; MoO; — 0.00002; NaVO; — 0.00005;
bis(dimethylglyoximato)chloro(isonicotinoylh
ydrazone-2-hydroxy-1-naphthaldehyde)co-
balt(111) compound — 0.010...0.014 g/L and
distilled water up to 1 L, having a pH of
6.8...7.2; at the temperature of 23...25°C and
the lighting of 2000...3000 Ix/cm?

The result is to increase the amount of
lipids and eicosapentaenoic acid in the
absolutely dry biomass of microalga.

Claims: 2

(54) Buc(AMMeTHATIHOKCUMATO)XI0PO(M30HUKOTHHOMITHAPA30H-2-THAPOKCH-1-
HadTanbaerug)kodansTa(lll) U cnocod KyabTHBHPOBAHUSA
MHKpoBoaopociau Porphyridium cruentum c¢ ero ucnoJib3oBaHueM

(57) Pedepar:

W3o0pereHrie OTHOCHTCS K XHMHH U
OMOTEXHOJIOTUHM, B YAacTHOCTH K CHHTE3y
HOBOTO KOOpPJIMHAIIMOHHOTO  COEIUHEHUS
kobanbpTa(lll) 1 kx croco0y KyJIbTUBHPOBAHHMS
MuKpoBogopociaun Porphyridium cruentum c
€ro MCITOJIb30BAaHUEM.

CornmacHo  M300peTEHMIO,  3asBIAETCS
KOOpJIMHAIIMOHHOE  COEJMHeHHe —  Owuc
(IMMEeTHIITIINOKCUMATO)XJI0pO(M30HUKOTHHON
JTU/IPa30H-2-TUAPOKCH-1-HadTambaerun)
kobasnbTa(lll).

Taxoke, 3asBisieTcs CIOCO0  KYJIbTHUBH-
poBaHus  MuKpoBomopociau  Porphyridium
cruentum, KOTOpBIi COCTOUT B TOM YTO
KYJbTUBUPYETCS MHUKpPOBO/IOPOCITH Ha
MIUTATEIBHON CcpeJie, KOTopasi COJAEPKUT B I/II:
NaNO; - 5,0; NaCl - 7,0, KCI -75;
MgSQO,4-7H,0 - 1,8; Ca(NOs),-4H,0 - 0,15;

2

KBr - 0,05, KI - 0,05, K,HPO, - 0,2;
FeCl;-6H,0 - 0,0027; ZnSQO4-5H,0 - 0,00002;
CuSO,5H,0 - 0,00005; MnSO,5H,0 -
0,0003; H;BO; - 0,0006; MoO; - 0,00002;
NaVO; - 0,00005; coemuneHue Ouc(mau-
METHIITITHOKCUMATO ) XJIOP O( M30HUKOTUHOMIITH-
JIpa3oH-2-TUIpOKcU-1-HadTaabaer )

kobamsTa(lll) - 0,010 .. 0,014 /o wu
JUCTWIIMpOBaHHas Boja Ao 1 1, umes pH 6,8

7,2; npu temmeparype 23 .. 257C,
ocgerenmn B 2000 ... 3000 1x/cM>.

Pe3ysapraT  COCTOMT B MOBBIIICHHH
KOJIMYECTBA JIMIUAOB U EHKOCAIIEHTaCHOCBOMH
KHCJIOTBI B a0CONIOTHO CYXOW OHOMAacChl
MUKPOBOJIOP OCIIH.

I1. popmymsr: 2
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Descriere:

Inventia se refera la chimie si biotehnologie, i anume la sinteza unui nou compus coordinativ
al cobaltului(IIl) si la un procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum cu utilizarea
acestuia.

Este cunoscut procedeul de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum pe un mediu nutritiv
mineral ce contine, g/L: NaNO; - 5,0; NaCl - 7,0; KCI -7,5; MgS0O,-7H,0 - 1,8; Ca(NOs),-4H,0 -
0,15; KBr - 0,05; Kl - 0,05; K;HPO, - 0,2; 1,0 mL de solutie de microelemente care contine in
g/L: FeCl3-6H,0 — 2,7; ZnSO,-5H,0 - 0,02; CuSO,-5H,0 - 0,05; MnSO,4-5H,0 - 0,3; H3BO; - 0,6;
MoO; - 0,02; NaVOs; - 0,05 si apa distilata pana la 1 L; cu pH-ul 6,8...7,2, la temperatura de
23...257C, iluminarea de 2000...3000 Ix/cm®’. De asemenea este cunoscut compusul
1,2[Co(NH;)Bren;]S,0s care se suplimenteazd in mediul mineral mentionat in calitate de
stimulator al continutului de lipide si de acid eicosapentaenoic [1].

Neajunsul acestui procedeu si al compusului suplimentat consta in continutul redus al lipidelor
si al acidului eicosapentaenoic in biomasa absolut uscatd (BAU) de Porphyridium cruentum.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in elaborarea unui compus s§i a unui
procedeu eficient si reproductibil pentru sporirea continutului de lipide si de acid eicosapentaenoic
in biomasa de Porphyridium cruentum.

Esenta inventiei constd 1in faptul ca se propune un compus coordinativ. -
bis(dimetilglioximato)cloro (izonicotinoilhidrazona-2-hidroxi-1-naftaldehida)cobalt(IIT).

De asemenea, se revendica un procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum, care
consta in aceea ca se cultivd microalga pe un mediu nutritiv ce contine, g/L: NaNOj - 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; ZnSO4-5H,0 - 0,00002; CuSO,-5H,0 - 0,00005; MnSQO,4-5H,0 - 0,0003;
H;BO; - 0,0006; MoO; - 0,00002; NaVO; - 0,00005; compusul bis(dimetilglioximato)-
cloro(izonicotinoilhidrazona-2-hidroxi-1-naftaldehida)cobalt(IlT) - 0,010...0,014 g/l si apa
distilatd pana la 1 L, avand pH-ul 6,8...7,2; la temperatura de 23...25°C si iluminarea de
2000...3000 Ix/cm?.

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

Rezultatul tehnic al inventiei constd in obtinerea biomasei de Porphyridium cruentum cu un
continut de lipide mai mare cu 12,5...41,5% si a cantitatii acidului eicosapentaenoic de 2,0...2,5
ori mai mare fatd de cea mai apropiata solutie. Administrarea compusului din prima zi de cultivare
stimuleaza acumularea lipidelor si a acidului eicosapentaenoic in biomasa microalgei.

Rezultatul inventiei este conditionat de utilizarea, pentru prima datid, a compusului
bis(dimetilglioximato)cloro(izonicotinoilhidrazona-2-hidroxi-1-naftaldehida)cobalt(Il) in calitate
de stimulator al acumularii lipidelor si al biosintezei acidului gras eicosapentaenoic in biomasa de
Porphyridium cruentum. Compusul dat in concentratia propusd se manifestd in calitate de
stimulator al lipidogenezei la Porphyridium cruentum, fapt confirmat prin lipsa unui efect inhibitor
asupra producerii de biomasa.

Compusul revendicat se obtine la interactiunea solutiei apoase de [Co"'CI(DmgH);)H,0] cu
solutia de izonicotinoilhidrazona-2-hidroxi-1-naftaldehidd (H,L) in amestecul de solventi etanol-
dimetilformamida (2:1 dupé volum) in raport molar de 1:1. Reactia decurge timp de 10 min.

Procedeul de obtinere a compusului revendicat este simplu in executare, substantele initiale
sunt accesibile, randamentul constituie 82%. Compusul este stabil la contactul cu aerul, solubil in
dimetilsulfoxid, putin solubil in dimetilformamida, practic insolubil in alcooli si in apa.

Exemplu de obtinere a bis(dimetilglioximato)cloro(izonicotinoilhidrazona-2-hidroxi-1-
naftaldehida)cobalt(I1T).

Solutia de 0,10 g (0,3 mmol) de [Co"'CI(DmgH),)H,0] in 10 mL de api se amesteca cu solutia
de 0,09 g (0,3 mmol) de izonicotinoilhidrazona-2-hidroxi-1-naftaldehida (H,L) in amestecul de
solventi ce contine 10 mL etanol si 5 mL dimetilformamidd. Amestecul obtinut se incalzeste pe o
baie la 50?C cu agitare permanenti timp de 10 min. Din solutia de culoare cafenie-inchisd se
obtine un precipitat de culoare maro, care este separat, spalat cu etanol, eter dietilic si uscat in aer.

S-a determinat, %: Co 9,55; C 48,50; H 4,68; N 15,67. Pentru CpsH,sC0oCIN;Og s-a calculat,
%: Co 9,62; C 48,66; H 4,84; N 15,89.

Cercetarea sub microscop a compusului coordinativ sintetizat demonstreaza ca acesta poseda
omogenitate fazica. Pentru a elucida compozitia si structura lui au fost utilizate metoda analizei
elementelor, spectroscopia in IR si RMN.
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in spectrul IR se manifestd o banda lata la 3394 cm™, care este atribuiti de grupa fenolica
v(OH) ce participa la formarea legiturilor de hidrogen, 3194 cm™ (v(NH)), 3052 cm™ (v(CH) in.
arom.), 2836 cm™ (v(CH)ald.), 1672 cm™ (v(C=0)), 1657 cm™ (v(C=N)), 1623 cm™ (8(NH)),
1598, 1507 si 1467 cm™ (in. arom.), 1453 si 1390 respectiv 85 si 85 (CHs)dimetilglioxima, 1237 si
1085 respectiVv vs si vs (NO)ionizar dioxima, 977 cm™ (y(CNO).

Din spectrele in IR este evident ca atomul de cobalt(IIT) manifesta numarul de coordinare (6) si
are o configuratie spatiald octaedricd distorsionatd, in care doi monoanioni de dimetilglioxima,
stabilizati cu doua legéturi de hidrogen de tipul O-H---O, ocupa planul ecuatorial al octaedrului.
Coordinata axiald este ocupatd de un anion de CI, in pozitia trans fatd de care coordineazi
molecula de H,L prin intermediul atomului de azot heterociclic.

Astfel, in baza rezultatelor analizei elementelor si cercetarilor spectroscopice a fost stabilitd
compozitia §i structura probabild a compusului revendicat, care este analogicd cu structura altui
compus din aceasti clasi, [Co"(DmgH),(H.L)CI], unde H,L este izonicotinoilhidrazona-2-
hidroxi-1-benzaldehida (Gusina L., Shova S., Bulhac I., Dragancea D. Synthesis and crystal
structure of a cobalt(I1l) complex with dioxime and salicylaldehyde isonicotinoilhydrazone
ligands. A XXXl-a Conferintd Nationala de Chimie, 6-8 octombrie 2010, Ramnicu Valcea,
Romania, p. 102), structura caruia a fost descifratd cu ajutorul razelor X.

Exemple de utilizare a compusului bis(dimetilglioximato)cloro(izonicotinoilhidrazona-2-
hidroxi-1-haftaldehida)cobalt(Ill) in calitate de stimulator al lipidogenezei la microalga
Porphyridium cruentum

Exemplul 1

Se prepard mediul nutritiv mineral cu urmatorul continut al componentelor (g/L): NaNOs - 5,0;
NaCl - 7,0; KCI -7,5; MgS0O,4-7H,0 - 1,8; Ca(NOs),-4H,0 - 0,15; KBr - 0,05; Kl - 0,05; K,HPO, -
0,2; 1,0 mL de solutie de microelemente care contine, in g/L: FeCls-6H,0 — 2,7, ZnSO,-5H,0 -
0,02; CuSO,-5H,0 - 0,05; MnSO,-5H,0 - 0,3; H3BO; - 0,6; MoO; - 0,02; NaVO; - 0,05 si apa
distilata pana la 1L. in prima zi de cultivare, la suspensia de microalgi, in calitate de stimulator al
activitatii antioxidante se adaugd compusul bis(dimetilglioximato)cloro(izonicotinoilhidrazona-2-
hidroxi-1-naftaldehida)cobalt(IIl) in concentratie de 0,010 g/L. Cultivarea se efectueaza in baloane
Erlenmayer a cate 100 mL cu 50 mL de suspensie in urmatoarele conditii: pH-ul 6,8...7,2,
temperatura de 23...25?C, iluminarea de 2000...3000 Ix/cm? la agitare lentd periodica. Continutul
de lipide in biomasa obtinuta constituie 13,50+0,64%, fatda de 12,0% BAU in cazul celei mai
apropiate solutii (vezi tabelul). Continutul acidului eicosapentaenoic este de 2,40% BAU fata de
1,20% BAU in cazul celei mai apropiate solutii (vezi tabelul).

In conditii identice de cultivare, la suplimentarea mediului de cultivare cu compusul
1,2[Co(NH;)Bren;]S,0s in concentratie de 0,01 g/L a fost obtinutd biomasa de Porphyridium
cruentum. Continutul de lipide in biomasa obtinuta constituie 12,0+0,22%, continutul acidului
eicosapentaenoic este de 1,20%=0,14 BAU (vezi tabelul).

Exemplul 2

Se prepara mediul nutritiv mineral cu urmatorul continut al componentelor (g/L): NaNOj -
5,00; NaCl - 7,0; KCI -7,5; MgSO,-7H,0 - 1,8; Ca(NO3),-4H,0 - 0,15; KBr - 0,05; KI - 0,05;
KoHPO, - 0,2; 1,0 ml de solutie de microelemente care contine, in g/l: FeClz-6H,0 — 2,7,
ZnS0O4-5H,0 - 0,02; CuSO,4-5H,0 - 0,05; MnSO,-5H,0 - 0,3; H3BO3 - 0,6; M0O; - 0,02; NaVOs; -
0,05 si apa distilatd pana la 1 L. in prima zi de cultivare, la suspensia de microalgi, in calitate de
stimulator al activitdtii antioxidante se adaugd compusul bis (dimetilglioximato) cloro
(izonicotinoilhidrazona - 2 - hidroxi - 1 - naftaldehidd) cobalt (III) in concentratie de 0,014 g/L.
Cultivarea se efectueaza in baloane Erlenmayer a cate 100 mL cu 50 mL suspensie in urmatoarele
conditii: pH-ul 6,8...7,2, temperatura de 23...25?C, iluminarea de 2000...3000 Ix/cm? la agitare
lentd periodica. Continutul de lipide in biomasa obtinutd constituie 14,15+1,02%, fatd de 10,0%
BAU in cazul celei mai apropiate solutii (vezi tabelul). Continutul de acid eicosapentaenoic este de
2,02% BAU fata de 0,8% BAU in cazul celei mai apropiate solutii (vezi tabelul).

In conditii identice de cultivare, la suplimentarea mediului de cultivare cu compusul
1,2[Co(NH;)Bren;]S,0s in concentratic de 0,014 g/L a fost obinutd biomasa de Porphyridium
cruentum, in care continutul de lipide constituie 10,0+0,6%, continutul de acid eicosapentaenoic
este de 0,8%+0,12 BAU (vezi tabelul).
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Tabel

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

Procedeul utilizat

Concentratia
compusului, g/L

Continutul ~ de lipide,
BAU/continutul de
eicosapentaenoic, % BAU

%
acid

(cu
Co"'(DmgH),(H,L)CI)

Procedeul cunoscut + | 0,010 12,0+0,22 /1,2+0,14

1,2[Co(NHs)Bren,]S,0e 0,014 10,0%0,6 /0,8+0,12

Procedeul revendicat 0,010 13,5+0,64 / 2,4+1,10
compusul | 0,014 14,15+1,02 / 2,02+1,02

Datele din tabel demonstreaza cresterea continutului de lipide in biomasa de Porphyridium
cruentum cu 12,5...41,5% conform procedeului revendicat fata de procedeul cel mai apropiat si
sporul de 2,0...2,5 ori a continutului de acid eicosapentaenoic. Biomasa microalgei Porphyridium
cruentum reprezinta o sursa de acid gras omega-3 si acid eicosapentaenoic, iatd de ce posibilitatea
sporirii biosintezei acidului eicosapentaenoic in biomasa microalgei prezinta interes pentru

ficobiotehnologie.
Proprietatile

compusului

bis(dimetilglioximato)cloro(izonicotinoilhidrazona-2-hidroxi-1-

naftaldehidd)cobalt(IlT) prezinta interes pentru biotehnologie in calitate de stimulator al
lipidogenezei la microalga Porphyridium cruentum.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Rudi L., Cepoi L., Cojocari A., Miscu V., latco Tu., Rudic V. Acumularea acizilor
arahidonic si eicosapentaenoic de catre Porphyridium cruentum CNM-AR-01 sub influenta
cobaltului. Buletinul ASM, seria Stiintele vietii, nr. 1(304), 2008, p. 126-132

(57) Revendicari:

1. Compusul
dehida)cobalt(III).

bis(dimetilglioximato)cloro(izonicotinoilhidrazona-2-hidroxi-1-naftal-

2. Procedeu de cultivare a microalgei Porphyridium cruentum, care consta in aceea ca
se cultivd 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; Kl - 0,05; K;HPO, - 0,2;
FeCl;3-6H,0 - 0,0027; 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 distilatd pana la 1L,
avand pH-ul 6,8...7,2; la temperatura de 23...25°C si iluminarea de 2000...3000 Ix/cm?,
caracterizat prin aceea ca  mediul contine  suplimentar = compusul
bis(dimetilglioximato)cloro(izonicotinoilhidrazona-2-hidroxi-1-naftaldehidad)cobalt(III) in
concentratia de 0,010...0,014 g/L.
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