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1

Inventia se referd la biotehnologie, si anume la

un procedeu de obtinere a biomasei cianobacteriei
Spirulina platensis i poate fi aplicatd in industria
farmaceuticd, medicina clinicd si experimentala.
Procedeul, conform inventiei, include inocularea
cianobacteriei in cantitate de 0,40...0,45 g/L intr-un
mediu nutritiv ce contine, g/L: NaHCO; — 16,8,
K,HPO,4 — 0,1, KNO; — 3,75, NaCl - 1,0, K,SO, —
3,75, CaCl;6H,O — 0,04, MgSO47H,0O — 0,7,
H;BO; 0,00286, MnCl,4H,0 - 0,00181,
ZnSO47H,0 — 0,00022, CuSO45H,0 — 0,00008,
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MoO; — 0,000015, FeSO;7H,0 — 0,024, Fe-EDTA
— 0,025, apa — pand la 1 L, la care in prima zi de
cultivare se adaugd compusul coordinativ
[Fe2MgO(C4H;0CO0)3(CH;CO0)3(H0)(CaH0)]
in cantitate de 0,005...0,025 g/L, si cultivarea ei in
regim de acumulare 1n decurs de 6 zile la iluminarea
de 3400...4800 1x, temperatura de 31...36°C, pH
9.,5...10,0.

Rezultatul constd in sporirea activititii super-
oxiddismutazei in biomasa obtinuta.

Revendiciri: 1
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, si anume la un procedeu de obtinere a biomasei de Spirulina

platensis si poate fi aplicatd in industria farmaceuticd, medicina clinicd si experimentald.

Se stie cd superoxiddismutaza (SOD) este o enzimd cu efect antioxidant, capabild de a distruge
radicalii liberi, protejand astfel organismul de actiunea lor distrugitoare. De aceea este foarte actuala
problema obtinerii unor produse cu continut inalt de SOD, care ar putea fi utilizate atat ca supliment
alimentar cu efect de lichidare a radicalilor liberi din organismul uman, cit §i pentru obtinerea unor
preparate cu efect antioxidant si antiradicalic pentru profilaxia si combaterea cancerului,
preintAmpinarea imbétranirii pielii, protectia la iradiere etc.

Este cunoscut procedeul de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis in prezenta citratului de
Fe(IIl) si glicinatului de Mn(Il). Rezultatul obtinut constd in sporirea activitdtii SOD in biomasa.
Dezavantajul constd 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 cianobacteriei Spirulina platensis in care se
utilizeaza mediul nutritiv modificat Zarrouk cu urmatoarea compozitie, g/L: NaHCO; — 16,8, K,HPO,
- 0,1, KNOs - 3,75, NaCl - 1,0, K»SO4 - 3,75, CaCl, - 6H,0 - 0,04, MgSO, - 7TH,0 - 0,7, H3BO; -
0,00286, MnCl, - 4H,0 -0,00181, ZnSO, - 7H,O - 0,00022, CuSO, - SH,0 — 0,00008, MoO; -
0,000015, FeSO4- 7TH,0 — 0,024, Fe-EDTA - 0,025, apa — pand la 1L, cultivarea are loc in regim de
acumulare timp de 6 zle, la iluminarea de 15...24 mii erg/em’ §i temperatura de 35 + 1° C, pH-ul
optim al mediului fiind 9,5...10,0 [2].

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

Problema pe care o rezolva inventia propuséd constd in elaborarea unui procedeu de obtinere a
biomasei cianobacteriei Spirulina platensis care ar asigura sporirea activitatii superoxiddismutazei in
biomasa de spirulind.

Procedeul de obtinere a biomasei cianobacteriei Spirulina platensis include inocularea
cianobacteriei in cantitate de 0,40...0,45 g/L intr-un mediu nutritiv ce contine, g/L: NaHCO; — 16,8,
K,HPO, - 0,1, KNO; — 3,75, NaCl - 1,0, K,SO, — 3,75, CaCl, - 6H,0 — 0,04, MgSO, - 7TH,0 - 0,7,
H;BO;5 — 0,00286, MnCl, - 4H,0 — 0,00181, ZnSO, - 7TH,0 — 0,00022, CuSO, - 5SH,O — 0,00008,
MoO; — 0,000015, FeSO, - 7TH,0 — 0,024, Fe-EDTA — 0,025, apa — pand la 1 L, la care in prima zi de
cultivare se adaugd compusul coordinativ [Fe,MgO(C4H;0CO0);(CH;CO0);(H0)(C4HgO)] in
cantitate de 0,005...0,025 g/L si cultivarea ei in regim de acumulare in decurs de 6 zile la o iluminare
de 3400...4800 Ix, temperatura de 31...36° C, pH 9,5...10,0.

Rezultatul obtinut in comparatie cu cea mai apropiatd solutie constd in obtinerea biomasei de
spirulind cu o activitate a superoxiddismutazei de 4,75 ori mai sporita.

Rezultatul ~ obtinut se  datoreazi  faptului ¢  compusul coordinativ  utilizat
[FeaMgO(C4H;0C00)5(CH;CO0)5(H,0)(C4HO)] provoaca stresul oxidativ, avind in sfera internd
liganzii care sunt reprezentati de cdte 3 resturi de furoat, 3 resturi de acetat, o moleculd de
tetrahidrofuran si apd. Nu poate fi exclusé nici contributia fierului in procesul de formare a radicalilor
liberi, ceea ce duce la activizarea mecanismului de protejare a celulei algale, exprimat prin cresterea
activitatii SOD.

Sinteza compusului coordinativ [Fe,MgO(CH;COO);(C4H;0CO0);(C,HgO)(H,0)].

Amestecul din 0,818 g (2,02 mmol) Fe(NOs); - 9H,0, 1,07 g (5,00 mmol) Mg(CH;COO), - 4H,0
si 0,815 g (5,99 mmol) NaCH;COO - 3H,O in 30 ml de apd la temperatura camerei produce
[Fe;MgO(CH3CO0)s(H20)5]. La interactiunea acestor precursori cu cantitdti echimolare (1 : 6) de
acid piromucic (C,H;0COOH) in 35 ml de tetrahidrofuran (reflux, timp de 5 ore) se obtine o solutie
de culoare rosie a compusului titular. Dupa ricirea solutiei a fost obtinut un produs cristalin. Produsul
a fost filtrat, spilat de cteva ori cu etanol si uscat la aer. Randamentul dupd fier este de 0,275 g
(17%). Substanta este bine solubild in dimetilformamidd si dimetilsulfoxidd, putin solubild in
tetrahidrofuran, insolubild in eter, toluen, apa, metanol, cloroform.

Pentru C H Fe Mg
CysHeClgFerMg
Gasit,% 40,2 3,64 14,72 3,13

Calculat, % 39,90 3,75 14,84 3,23
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Spectrul de rezonantd gama (Mossbauer) a compusului titular la temperatura de 80K reprezintd un
singur dublet cu varfuri putin asimetrice (vezi figura). Valoarea deplasarii izomerului (3g.) de 0,41
mm/s si despicdrii de cuadrupol (AEq) de 1,002 mm/s confirma prezenta fierului (III) in stare de spin
inalt (S=5/2).

Exemplu de realizare a inventiei

Se prepard mediul nutritiv cu urmatoarea compozitie: NaHCO; — 16,8, K,HPO4 — 0,1, KNOs —
3,75, NaCl — 1,0, K,80, — 3,75, CaCl, - 6,0 — 0,04, MgSO, - 7H,0 — 0,7, H;BO; — 0,00286, MnCl,
- 41L,0 — 0,00181, ZnSO, - 7TH,0 — 0,00022, CuSOy - SH0 — 0,00008, MoOs — 0,000015, FeSO, -
TH,0 — 0,024, Fe-EDTA — 0,025, apa pana la 1L. Se introduce suspensia de spirulind in cantitate de
04 gL In prima zi de cultivare la  mediul nutriiv  se  adaugi
[Fe;MgO(C,H;0CO0)3(CH;CO0);5(H,0)(C4HgO)] in cantitate de 0,025 g/L. Cultivarea se desfasoara
timp de 6 zile, respectind parametrii: temperatura de 32°C, pH-ul 8...9, iluminarea de 3600 1x, in
primele 2 zile ale cultivérii. Pentru urmitoarele zile ale cultivirii se mentine temperatura de 34°C,
pH-ul 9...10 si iluminarea de 4800 Ix.

La ziua a 6-a se determind activitatea SOD. Productivitatea spirulinei la ziua a sasea este de 1,86
¢/L biomasa absolut uscatd.

Activitatea SOD in biomasa de spirulind este de 4,75 ori mai sporitd fatd de solutia cea mai
apropiata.

Tabel

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

Procedeul utilizat Concen- Activitatea

Compusul tratia, g/L | SOD, unitati %
conventionale

Conform celei mai | FeSO, - 7H,0 0,024 0,42 +0,24 100
apropiate solutii Fe-EDTA 0,025

procedeu- Fe-EDTA 0,025

Conform FeSO, - TH,0O 0,024 2,0+ 0,09 475,06

lui propus [Fe;M2O(CsH,0C00)5(CH,COO)(H,0) | 0,025
(C4Hg0)]
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(57) Revendicare:

Procedeu de obtinere a biomasei cianobacteriei Spirulina platensis care include inocularea
cianobacteriei in cantitate de 0,40...0,45 g/L intr-un mediu nutritiv ce contine, g/L: NaHCO; - 16,8,
KoHPO, — 0,1, KNO; — 3,75, NaCl - 1,0, K,SO4 — 3,75, CaCl;6H,0 — 0,04, MgSO47H0 — 0,7,
H;BO; — 0,00286, MnCl,4H,0 - 0,00181, ZnSO,7H,0 — 0,00022, CuSO,5H,0 — 0,00008, MoO; —
0,000015, FeSO47H,0 — 0,024, Fe-EDTA — 0,025, apd — pana la 1 L, cultivarea ei in regim de
acumulare in decurs de 6 zile la o iluminare de 3400...4800 Ix, temperatura de 31...36°C, pH
9,5...10,0, caracterizat prin aceea cd in prima zi de cultivare in mediul nutritiv se adauga
suplimentar compusul coordinativ [Fe,MgO(C4H;0CO0);(CH;CO0);(H,O)(C4HgO)] in cantitate de
0,005...0,025 g/L.
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