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1

Inventia se refera la biotehnologie, in special la un
procedeu de obtinere a biomasei de Spirulina
platensis, care poate fi utilizatd in industria
farmaceuticd, precum si in medicina clinicd si
experimentald.

Procedeul de obtinere a biomasei de Spirulina
platensis include prepararea mediului nutritiv, care
contine, g/L de apa: NaHCO; - 16,8; K,HPO, -1,0;
KNO; - 3,75; NaCl - 1,0; K80, - 3,75; CaCly6H,0 -
0,04; MgSO,7H,0 - 0,70; H;BO; — 0,00286;
MnCl4H,0 — 0,00181; ZnSO47H,O - 0,00022;
CuSO4SH,O - 0,00008; MoO; - 0,000015,
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FeSO47H,0 - 0,024; Fe-EDTA - 0,025, inocularea
suspensiei de Spirulina platensis in cantitate de
0,40...0,45 g/L si cultivarea ei in decurs de 6 zile in
regim de acumulare la iluminarea de 3400...4800 Ix,
la temperatura de 31...36°C si pH de 9,5...10,0.

Noutatea inventiei constd in aceea cd in prima zi
de cultivare in mediu se adaugd suplimentar com-
pusul coordinativ [Fe;Mg(CCL;COO)g(CH;0H)s] in
cantitate de 0,005...0,025 g/L.

Revendicari: 1




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 3128 F1 2006.08.31

Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, in special la un procedeu de obtinere a biomasei de Spirulina
platensis, care poate fi utilizatd in industria farmaceuticd, medicina clinici §i experimentala.

Se stie ca superoxiddismutaza (SOD) este o enzimd cu efect antioxidant, capabild de a distruge
radicalii liberi, protejand astfel organismul de actiunea lor distrugdtoare. De aceea este foarte actuald
problema obtinerii unor produse cu un continut inalt de SOD, care ar putea fi utilizate atét ca supliment cu
efect de lichidare a radicalilor liberi din organismul uman, cat si pentru obtinerea unor preparate cu efect
antioxidant si antiradicalic pentru profilaxia si combaterea cancerului, preintdmpinarea imbatranirii pielii,
protectia la iradiere etc.

Este cunoscut procedeul de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis in prezenta citratului de
Fe(Ill) si glicinatului de Mn(Il) la realizarea ciruia are loc majorarea activitdtii SOD in biomasa.
Dezavantajul consta in utilizarea compusilor in concentratii inalte — 60 si 40 mg/L, respectiv, ceea ce
duce la diminuarea productivitatii spirulinei [1].

Mai este cunoscut procedeul de obtinere a biomasei de spirulind [2] in care se utilizeazd mediul
nutritiv modificat Zarrouk cu urmétoarea compozitie, g/L: NaHCO; — 16,8; K,HPO, — 0,1; KNO; — 3,75;
NaCl - 1,0; K580, - 3,75; CaCl, — 0,04; MgSO, - 7H,0 — 0,7; H;BO; — 0,00286; MnCl, * 4H,0 — 00181;
ZnS0, © TH;0 — 0,00022; MoOs — 0,000015, ce contine FeSO, * 7H,0 — 0,024; Fe-EDTA — 0,025 in
calitate de sursd de Fe, apd — pand la 1L; cultivarea are loc in regim de acumulare timp de 6 zile,
iluminarea de 15...24 mii ergi/cm® s, temperatura de 35°+1°C, pH-ul optim al mediului fiind 9,5...10,0.

Dezavantajul acestui procedeu constd in aceea cd mediul utilizat nu asigurd o activitate suficient de
inaltd a SOD in biomasa de spirulina.

Problema pe care o rezolvd inventia propusd constd in elaborarea unui procedeu de obtinere a
biomasei cianobacteriei de Spirufina platensis care ar asigura sporirea activititii superoxiddismutazei in
biomasa de spirulina.

Procedeul de obtinere a biomasei de Spirulina platensis include prepararea mediului nutritiv, care
contine, g/L de api: NaHCO; — 16,8; K,HPO, — 1,0; KNOs — 3,75; NaCl — 1,0; K,SO, — 3,75; CaCl, -
6H,0 — 0,04; MgSO, -7TH,O — 0,70; H;BO3 — 0,00286; MnCl, - 4H,0 — 0,00181; ZnSO, - 7H,O —
0,00022; CuSOy4 - SHO — 0,00008; MoO; — 0,000015, FeSO4 - 7HO — 0,024; Fe-EDTA — 0,025,
inocularea suspensiei de Spirulina platensis in cantitate de 0,40...0,45 g/L si cultivarea ei in decurs de 6
zile in regim de acumulare la iluminarea de 3400...4800 Ix, la temperatura de 31...36°C si pH de
9,5..10,0. In prima zi de cultivare in mediu se adaugi suplimentar compusul coordinativ
[Fe;Mg(CCL,CO0)(CH;OH)5] in cantitate de 0,005...0,025 g/L.

Rezultatul inventiei in comparatie cu cea mai apropiatd solutie constd in obtinerea biomasei de
spirulind cu o activitate a SOD de 2,2 mai sporita.

Rezultatul ~ obtinut se  datoreaza  faptului cd  compusul  coordinativ  utilizat
[FeMgO(CClL;CO0)s(CH;0H);] provoaca stresul oxidativ in celulele de spirulind; datoritd componentei
chimice a liganzilor din sfera internd, care sunt reprezentanti de cite 6 resturi de tricloracetat si 3
molecule de metanol. Nu poate fi exclus si aportul fierului in procesul de formare a radicalilor liberi, ceea
ce poate contribui la cresterea activitatii SOD.

Sinteza complexului [Fe,MgO(CCl;CO0)(CH;0H);] trimetanol-hexakis S-N-tricloracetato(O,0) -
ps-oxo-difier (Ill)magneziu (II).

2,4 g (0,06 moli) NaOH s-au dizolvat in 7 ml de apa. La solutia obtinuti s-au addugat 9,81 g (0,06
moli) CCI;COOH. Aparte, in 30 ml apa s-au dizolvat 10,0 g (0,025 moli) Fe(NO;); - 9H,O si 26,8 g
(0,125 moli) Mg(CH;COO), - 4H;0. Solutiile obtinute s-au amestecat impreund. Amestecul obtinut s-a
incalzit timp de 2 ore la temperatura de 60+5°C cu agitare permanentd. La rdcirea solutiei se
sedimenteazd un praf cristalin de culoare rosie-violet. Sedimentul format s-a filtrat si s-a dizolvat in
amestec de metanol, acetonitril si toluen in raport volumetric de 0,5 : 1,0 :25,0 (ml). Solutia obtinuta a
fost pastrata la aer pentru cristalizare.

Peste 2 zile s-au depus monocristale prizmatice de culoare rosie, care au fost filtrate, spalate o datd cu
metanol, apoi de trei ori cu toluen si uscate la aer. Randamentul dupa fier este de 4,55 g (57%). Substanta
este bine solubila in metanol, acetonitril, insolubild in eter, toluen.

Pentru C H Fe Mg
Ci5H15Clig016Fe;Mg
gsit,%: 14,69 1,10 9,12 1,92
calculat, %: 14,74 0,99 9,14 1,99

Frecvente analitice pentru liganzii carboxilici in spectrele IR sunt oscilatiile de valentd v, si v, ale
grupelor COO". Pentru clusterul sintetizat aceste doudl benzi sunt prezente in regiunea 1580 em™ i 1450
em’™, respectiv, pentru oscilatiile asimetrice si simetrice ale grupei COO".
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Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Se prepard mediul nutritiv cu urmétoarea compozitie, g/L: NaHCO; — 16,8, K,HPO, — 0,1, KNO; —
3,75, NaCl — 1,0, K,SO4 — 3,75, CaCl, - 6H,0 — 0,04, MgSO, - TH,0 - 0,7, HsBO; — 0,00286, MnCl, -

5 4H,0 - 0,00181, ZnSO, -7H,0 — 0,00022, CuSO, - SH,O — 0,00008, MoO; — 0,000015, FeSO, - 7H,O —
0,024, Fe-EDTA — 0,025, api — pand la 1L. Se introduce suspensia de spirulin in cantitate de 0,4 g/L. in
prima zi de cultivare la mediul nutritiv se adauga [Fe,MgO(CCl;COO)s(CH;0H)s] in cantitate de 0,025
g/L. Cultivarea se desfdgoard timp de 6 zile, respectdnd parametrii: temperatura de 32°C, pH-ul — 8...9,
iluminarea de 3600 Ix, in primele 2 zile ale cultivarii. Pentru urmatoarele zile ale cultivérii se mentine
10 temperatura de 34°C, pH-ul 9,5...10, iluminarea 4800 Ix.

La ziua a 6-a se determind activitatea SOD. Productivitatea spirulinei la ziua a sasea este de 1,86 g/L
biomasd absolut uscata.

Activitatea SOD in biomasa de spirulind este de 2,2 ori mai sporita fatd de solutia cea mai apropiata.

15 Tabel

Activitatea SOD in biomasa de Spirulina platensis obtinuta conform procedeului propus in inventie si
celui din solutia cea mai apropiata

Procedeul Concentratia, Activita.tea.
o Compusul g/L SOD, unitati %
utilizat .
conventionale
Conform FeSO, - 7H,0 0,024 0,42+0,24 100
celei mai Fe-EDTA 0,025
apropiate
solutii
Conform FeSO, - THO 0,024
inventiei Fe-EDTA 0,025 1,29+0,13 2223
[Fe:MgO(CCLCO0)s(CH30H)s5] 0,025

20
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(57) Revendicare:

Procedeu de obtinere a biomasei de Spirulina platensis, care include prepararea mediului
nutritiv, care contine, g/L de apa: NaHCO; - 16,8; K,HPO, -1,0; KNO; - 3,75; NaCl - 1,0; K,SOy4 - 3,75;
CaCly6H,0 - 0,04; MgSO,7H,0 - 0,70; H;BO; — 0,00286; MnCly4H,0 — 0,00181; ZnSO47H,0 -
0,00022; CuSO,5SH;0 - 0,00008; MoO; - 0,000015, FeSO,7H,0 - 0,024; Fe-EDTA - 0,025, inocularea
suspensiei de Spirulina platensis in cantitate de 0,40...0,45 g/L si cultivarea ei in decurs de 6 zile In regim
de acumulare la iluminarea de 3400..4800 1x, la temperatura de 31..36°C si pH de 9,5...10,0,
caracterizat prin aceea cd in prima zi de cultivare in mediu se adaugd suplimentar compusul
coordinativ [Fe,Mg(CCl;COO)s(CH30H);] in cantitate de 0,005...0,025 g/L.
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