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-salicilidenimino(1-)cupru si procedeu de

cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis

(57) Rezumat:
1
Inventia se referd la un compus coordinativ nou

din clasa salicilidenaminoalcoolatilor metalelor de
tranzitie si la un procedeu de cultivare a ciano-
bacteriei Spirulina platensis cu utilizarea acestuia in
calitate de compus ce sporeste continutul de cupru in
biomasa cianobacteriei. 5
Se revendica un compus coordinativ, acetato-N-
[2-(2-hidroxietilamino)-etil]-salicilidenimino(1-
Jcupru cu formula:
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De asemenea, se revendici un procedeu de
cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis, care

2
include cultivarea spirulinei intr-un mediu nutritiv ce
contine, g/L: NaNO; — 2,5; NaHCO; — 16,8; NaCl —
1,0; K5SO4— 1,0; K,HPO, — 0,5; MgSO,-7H,0 - 0,2;
CaCl; — 0,04; FeSO47H,0O — 0,01; EDTA - 0,08;
H;BO; — 0,00286; MnCly-4H,0O — 0,00181; ZnSO,
‘TH,0O — 0,00022; CuSO45H,0 — 0,00008; MoO; —
0,000015 si apa distilatd pand la 1L, la o temperatura
de 30...32°C, la pH 9,5...10,0 si iluminarea de
2000...3000 Ix. Totodatd la a 2-a zi de cultivare in
mediul nutritiv se adaugd acetato-N-[2-(2-hidroxi-
etilamino)-etil]-salicilidenimino(1-)cupru, in con-
centratie de 2...4 mg/L, in care cantitatea Cu*
constituie 0,47...0,94 mg/L.
Revendicéri: 2
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Descriere:

Inventia se referd la un compus coordinativ din clasa salicilidenaminoalcoolatilor metalelor de
tranzitie i la un procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis cu utilizarea acestuia in
scopul sporirii continutului de cupru in biomasa cianobacteriei.

Este cunoscut un procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis pe mediul du cultivare
Zarrouk (1996), iluminarea 40W, temperatura 28...32°C, durata de cultivare 30 de zile, iar la a 16-a
7i in acest mediu se adaugi solutiile unor metale grele, printre care si Cu®* [1].

Dezavantajul acestui procedeu consti in durata indelungatd de cultivare — 30 de zile, precum si in
faptul ¢4 nu asiguri o rati de acumulare a cuprului suficient de inalti. La adiugarea Cu** la a 16-a 7,
in timpul fazei de stopare a cresterii spirulinei are loc absorbtia Cu(Il) si nu acumularea lui
intracelulara.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in extinderea arsenalului de reglatori asupra
acumuldrii cuprului in biomasi si elaborarea unui procedeu de utilizare a acestuia pentru obtinerea
biomasei de Spirulina platensis cu un continut inalt de cupru legat organic, chiar si la utilizarea unor
concentratii mai mici.

Esenta inventiei constd in faptul cd se propune un compus coordinativ, acetato-N-[2-(2-hidro-
xietilamino)-etil]-salicilidenimino(1-)cupru cu formula:

i
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Se revendica de asemenea si un procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis, care
include cultivarea spirulinei intr-un mediu nutritiv ce contine, g/L: NaNO; — 2,5; NaHCO; — 16,8;
NaCl - 1,0; K,SO, — 1,0; K,HPO, — 0,5; MgSO,7H,O — 0,2; CaCl, — 0,04; FeSO,7H,O - 0,01;
EDTA - 0,08; H;BO; — 0,00286; MnCl,4H,O — 0,00181; ZnSO,4 -7H,O — 0,00022; CuSO45H,O —
0,00008; MoO; — 0,000015 si apa distilata pand la 1L, la o temperaturd de 30...32°C, la pH 9,5...10,0
si iluminarea de 2000...3000 Ix. Totodata la a 2-a zi de cultivare in mediul nutritiv se adauga acetato-
N-[2-(2-hidroxietilamino)-etil]-salicilidenimino(1-)cupru, in concentratie de 2...4 mg/L, in care canti-
tatea de Cu®* constituie 0,47...0,94 mg/L.

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

Rezultatul inventiei constd in majorarea continutului de cupru in biomasa cianobacteriei Spirulina
platensis pand la 9,77...10,63 mg % fatd de solutia cea mai apropiati (5 mg%), precum si in
diminuarea duratei de cultivare de la 30 pand la 7 zile. Administrarea cuprului la a 2-a zi de cultivare
duce la acumularea intracelulard a ionilor de cupru, ceea ce permite obtinerea biomasei de spirulind
imbogatitd cu cuprul legat organic — sursd de substante antimicrobiene si anticancerogene, cu efect
mai putin toxic asupra organismului.

Rezultatul inventiei este conditionat de faptul ci pentru prima datd in calitate de reglator al
continutului de cupru in biomasa cianobacteriei Spirulina platensis se propune acetato-N-[2-(2-
hidroxietilamino)-etil]-salicilidenimino(1-)cupru, care contine o combinare noud de legdturi chimice
deja cunoscute.

Compusul revendicat se obtine la interactiunea solutiilor etanolice fierbinti (50...55°) ale
aldehidei salicilice cu 2-(2-aminoetilamino)etanol si ale hidratului diacetatului de cupru, luate in
raport molar de 1:1:1. Reactia decurge in 20...30 min conform urmétoarei scheme:
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Mecanismul prezentei reactii este legat de faptul ¢ in timpul sintezei in amestecul reactant, in
prezenta ionului de cupru (2+) are loc condensarea templati a aldehidei salicile cu 2-(2-
aminoetilamino) cu formarea saliciliden-2(2-aminoetilamino)etanol, care formeaza cu ionul sus-numit
compusul coordinativ final. Azometina obtinutd functioneaza in acetato-N-[2-(2-hidroxietilamino)-
etil]-salicilidenimino(1-)cupru ca ligand tetradentat-O,N,N,O monodeprotonizat. Al cincilea si al
saselea loc in sfera internd il ocupa acetat-ion bidentat.

Procedeul de obtinere a compusului revendicat este simplu in executare, substantele initiale sunt
accesibile, randamentul constituie 83% fata de cel teoretic calculat. Compusul este stabil in contact cu
aerul, solubil 1n apa si alcooli, bine solubil in dimetilformamida si dimetilsufoxida, practic insolubil in
eter.

Exemplu de obtinere a acetato-N-[2-(2-hidroxietilamino)-etil]-salicilidenimino(1-)cupru.

La suspensia etanolicd ce contine 10 mmol de hidrat al acetatului de cupru in 20 mL etanol,
incdlzitd si amestecatd in permanentd cu ajutorul agitatorului magnetic, se adaugd 80 mL de solutie
alcoolicd ce contine 10 mmol de aldehida salicilicd si 10 mmol de 2-(2-aminoetilamino)etanol. Dupa
aceasta amestecul reactant se incilzeste cu refregerent ascendent pe parcurs de 20...30 min; la racire
1 evaporare lentd in solutie se depun cristale marunte de culoare verde intunecatd, care se filtreaza
prin filtru de sticla, se spald cu cantitdti mici de etanol, eter dietilic si se usucd la aer.

S-a determinat, %: C — 47,07; H — 5,37; Cu — 19,52, N — 8,30. Pentru Ci3H;3CulN,0,s-a calculat,
% : C—417,34; H-5,50; Cu—19,27; N — 8,49.

Cercetarea sub microscop a compusului coordinativ sintetizat demonstreaza cd acesta posedd
omogenitate fazicd. Din cauza dimensiunilor mici si absentei monocristalelor acestui compus, pentru
a demonstra noutatea componentei si a structurii lui au fost utilizate metode de analizd ale
elementelor, spectroscopia IR, magnetochimia si termogravimetria.
hidroxietilamino)-etil]-salicilidenimino(1-)cupru a demonstrat ci acesta nu este un electrolit [@=2
Ohm"“em*mol ™, 20°C, C=0,001 mol/L].

Cercetarea magnetochimicd a compusului revendicat la temperatura camerei (293 K) a demonstrat
cd valoarea calculatd a momentului magnetic al acestuia este apropiatd efectiv de valoarea de spin
pentru un electron necuplat (Ls=1,79 m. B). Acest fapt ne permite si presupunem cd substanta
cercetatd are o structurd monomerica.

fn scopul determindrii modului de coordinare al ligandului la ionul de cupru(2*) a fost efectuati
analiza comparativi a spectrelor IR ale compusului revendicat, aldehidei salicilice, 2-(2-
aminoetilamino)etanol si a complecsilor metalelor 3d cu liganzii asemandtori, descrisi in literatura de
specialitate. S-a stabilit, ci azometina obfinutd pe matricea ionului de cupru(2*) in compusul
revendicat se comportd ca un ligand tetradentat monodeprotonizat, coordonandu-se la ionul central
prin intermediul atomilor de oxigen fenolic si alcoolic, ai azotului azometinic $i iminic, cu formarea a
doud metalocicluri din cinci si a unuia din sase atomi. in favoarea acestui fapt indici disparitia din
spectrul IR al compusului revendicat a benzilor de absorbtie v(NH,), care in aminoalcoolul liber se
observd in domeniul 3450...3150 cm. In spectrul complexului apare banda v(C=N), care este
deplasati cu 20 cm™ spre frecventa mai micd. In complecsii metalelor 3d cu liganzii asemdnitori
descrigi in literaturd, aceasta se observd in domeniul 1630...1625 cm™. In afard de aceasti, in
domeniul 530...400 cm’ apar patru benzi noi de absorbtie, care conform datelor din literaturd
corespund v(Cu-N) = 530 si 415 em? si v(Cu-0) = 485 si 445cm™. Tonul de acetat, conform datelor
spectrului IR, se afld in sferd internd si coordineaza la atomul central bidentat (v,(CH;COO) = 1525
§i v{(CH;COO) = 1445 cm’™).

Analiza termicd a demonstrat cd pe derivatograma compusului revendicat se observa un singur
efect exotermic la 530°C, care corespunde procesului de destructie termooxidativd a liganzilor
organici in compusi.

Astfel, in baza rezultatelor analizei elementelor si cercetirilor fizico-chimice a fost stabilitd
compozitia si structura probabild a compusului revendicat.

Exemple de utilizare a acetato-N-[2-(2-hidroxietilamino)-etil]-salicilidenimino(1-)cupru in calit-
ate de reglator al continutului de cupru in biomasa cianobacteriei Spirulina platensis.

Exemplul 1

Se prepard mediul mineral nutritiv Zarrouk cu urmétorul continut al ingredientelor (g/L): NaNO;
—2,5; NaHCO; - 16,8; NaCl — 1,0; K,SO,4 — 1,0; KoHPO4 - 0,5; MgSO47H,0 - 0,2; CaCl, — 0,04;
FeSO,7H,O - 0,01; EDTA - 0,08; H;BO; — 0,00286; MnCl,-4H,0 — 0,00181; ZnSO,7H,0 —
0,00022; CuSO,4-5H,0 — 0,00008; MoO; — 0,000015 si apa distilatd pana la 1L. La mediul preparat se
adaugd suspensia de Spirulina platensis in cantitate de 0,4 g/L.. La a doua zi de cultivare, la suspensia
de spirulind, in calitate de reglator al continutului de cupru in biomasa, se adaugd 2 mg/L de acetato-
N-[2-(2-hidroxietilamino)-etil]-salicilidenimino(1-)cupru, unde concentratia Cu® este 047 mg/L.
Cultivarea se efectueazi in baloane Erlenmeyer a cate 250 mL cu 100 mL suspensie in urmdtoarele
conditii: pH-ul 9,5...10,0, temperatura 30°C, iluminarea 3000 Ix.
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La ziua a saptea, biomasa se separd de lichidul de culturd, se supune demineralizarii si se
calculeaza continutul de cupru.

Biomasa obtinuti contine 10,63 mg % de cupru din biomasa absolut uscatd (BAU) fatd de 5,0 mg
% 1n cazul celei mai apropiate solutii (vezi tabelul).

Exemplul 2

Se prepard mediul mineral nutritiv Zarrouk cu urmétorul continut al ingredientelor (g/L): NaNO3
- 2,5; NaHCO; - 16,8; NaCl — 1,0; K,SO, — 1,0; K,HPO, — 0,5; MgSO,7H,0 — 0,2; CaCl, — 0,04;
FeSO4+7H,O - 0,01; EDTA - 0,08; H;BO; — 0,00286; MnCl,-4H,0O — 0,00181; ZnSO,7H,0 —
0,00022; CuSO45H,0 — 0,00008; MoO; — 0,000015 si apa distilatd pand la 1L. La mediul preparat se
adaugi suspensia de Spirulina platensis in cantitate de 0,4g/L.. La a doua zi de cultivare, la suspensia
de spiruling, in calitate de reglator al continutului de cupru, se adaugd 4 mg/L de hidrat de acetato-N-
[2-(2-hidroxietilamino)-etil]-salicilidenimino(1-)cupru unde concentratia Cu™ este 0,94 mg/L.
Cultivarea se efectueazd in baloane Erlenmeyer a cite 250 mL cu 100 mL suspensie in urmétoarele
conditii: pH-ul 9,5...10,0, temperatura 32°C, iluminarea 2000 Ix.

La ziua a saptea biomasa se separd de lichidul de culturd, se supune demineralizarii si se
calculeaza continutul de cupru.

Biomasa obtinutd contine 9,77 mg % cupru din (BAU) fatd de 5,0 mg % in cazul celei mai
apropiate solutii.

Tabel

Continutul de cupru in biomasa cianobacteriei Spirulina platensis la cultivarea conform
procedeului revendicat si celei mai apropiate solutii

Procedeul utilizat Cu™ adiugat, mg/L Continutul de Cu™* acumulat in
biomasa mg %
Conform celei mai apropiate 1,00 5,00+0,58
solutii 3,00 32,0+0,78
Conform solutiei revendicate 0,47 10,63+0,49
0,94 9,77+0,80

Datele tabelului demonstreaza cresterea de 1,95 ... 2,13 ori a continutului de cupru in biomasa de
spirulind conform procedeul revendicat fatd de procedeul cel mai apropiat. Avand in vedere ci la
administrarea Cu(ll) la a 16-a zi de cultivare, cand spirulina este in faza de declin a cresterii si in
celule nu sunt incd activizate sistemele biochimico-moleculare de includere a ionilor in componentele
intracelulare ale spirulinei, ionii de cupru sunt absrobiti la suprafata peretelui celular, datoritd carui
fapzt, in cea mai apropiatd solutie se obtine un continut sporit de cupru la administrarea a 3 mg/L de
Cu™.

Proprietitile depistate ale acetato-N-[2-(2-hidroxietilamino)-etil]-salicilidenimino(1-)cupru pre-
zintd interes pentru biotehnologie din punct de vedere al extinderii arsenalului de reglatori ai
continutului de cupru in biomasa cianobacteriei Spirulina platensis.
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(57) Revendicari:
1. Acetato-N-[2-(2-hidroxietilamino)-etil]-salicilidenimino(1-)cupru cu formula:
5
e
C
/&

O

2. Procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis, care include cultivarea spirulinei
intr-un mediu nutritiv ce contine, g/L: NaNO; — 2,5; NaHCO; — 16,8; NaCl — 1,0; K,SO4 — 1,05
10 K,HPO, — 0,5; MgSO,7H,O - 0,2; CaCl, — 0,04; FeSO,7H,0 - 0,01; EDTA - 0,08; H;BO; —
0,00286; MnCl,4H,0 — 0,00181; ZnSO, -7H,0O — 0,00022; CuSO,5H,0 — 0,00008; MoO; —
0,000015 si apa distilatd pana la 1L, la o temperaturd de 30...32°C, la pH 9,5...10,0, iluminarea de
2000...3000 Ix, totodata la a 2-a zi de cultivare se adaugd acetato-N-[2-(2-hidroxietilamino)-etil]-
salicilidenimino(1-)cupru definit in revendicarea 1, in concentratie de 2...4 mg/L, in care cantitatea

15  Cu®* constituie 0,47...0,94 mg/L..

20
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