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(54) Hidrat-2-{[2-(2-hidroxietilamino)-etilimino]-metil}-benzen-1,4-dihidroxi-
(2-)cupru si procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis

(587) Rezumat:
1

Inventia se referd la un compus coordinativ nou

din clasa salicilidenaminoalcoolatilor metalelor de
tranzitie si la un procedeu de utilizare a acestuia in 5
calitate de compus ce sporeste continutul de
ficobiliproteine la cianobacteria Spirulina platensis.

Se revendica un compus coordinativ, hidrat-2-
{[2-(2-hidroxietilamino)-etilimino]-metil }-benzen-

1,4-dihidroxi-(2-)cupru cu formula: 10
HO
]
/Cl/l . HZO 1 5
=N NH

De asemenea, se revendicd un procedeu de
cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis, care

2
include cultivarea pe un mediu nutritiv ce contine,
g/L: NaNO; — 2,5; NaHCO; — 16,8; NaCl — 1,0;
KySO4— 1,0; KoHPO, — 0,205 MgSO47H,O — 0,205
CaCl,-6H,0 — 0,04; H;BO; — 0,00286; MnCl,-4H,0O
—0,00181; ZnSO47H,O — 0,00022; CuSO45H,0 —
0,00008; MoO; — 0,000015; 1 mL solutie
FeHEDTA 0,09 M si apa distilata pana la 1L, la pH
9,5...10,0, la o temperaturd de 30...32°C, ilu-
minarea de 2000...3000 Ix in primele 2 zile si de
3000...4000 Ix in urmitoarele zile ale cultivarii,
totodatd la a 2-a zi de cultivare se adauga hidratul
de 2-{[2-(2-hidroxietilamino)-etilimino]-metil } -
benzen-1,4-di- hidroxi-(2-)-cupru, in concentratie
de 0,002...0,004 g/L.
Revendicari: 2
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Descriere:

Inventia se referd la un compus coordinativ nou din clasa salicilidenaminoalcoolatilor metalelor
de tranzitie si la un procedeu de utilizare a acestuia in calitate de compus ce sporeste continutul de
ficobiliproteine la cianobacteria Spirulina platensis.

Din compusii coordinativi descrisi in literaturd, care regleaza cresterea cianobacteriei Spirulina
platensis, cel mai inalt efect stimulator a fost obtinut in cazul trihidratului azotatului de hexa-p-
glicinato(O,0”)-pz-oxotriaquatrifier(Ill) — [Fe;O(Gly)s(Hy0);]1NO5-3H,0. Complexul dat stimuleaza
cresterea cianobacteriei Spirulina platensis la concentratia 10 mg/L.

in baza compusului dat a fost elaborat un procedeu de obtinere a biomasei de Spirulina platensis
cu un continut sporit de ficobiliproteine, care include etapele: cultivarea ei pe mediul nutritiv cu
urmatorul continut al ingredientelor (g/L): NaHCOs — 16,6; KoHPO4— 1,0; NaNO; — 2,5; NaCl — 1,0;
KySO,4 — 1,0; CaCly-6H,0O — 0,04; MgSO,7H,0 — 0,20; H;BO; — 0,00286; MnCl,-4H,O — 0,00181;
7ZnS0O47H,0O — 0,00022; CuSO45H,O — 0,00008; MoO; — 0,000015. In a treia zi de cultivare in acest
mediu se adaugd [Fe;O(Gly)s(H,0);]1NO5-3H,0 in cantitate de 5...10 mg/L, cultivarea timp de 6 zile,
temperatura 30...35°C si iluminarea de 3000...4000 1x [1].

Dezavantajul trihidratului azotatului de hexa-p-glicinato(O,0’)-ys-oxotriaquatrifier(Ill) si a
procedeului de obtinere a biomasei de Spirulina platensis cunoscut constd in faptul ¢ compusul
utilizat in calitate de reglator al continutului de ficobiliproteine nu asigurd o activitate stimulatoare
suficient de inaltd, marind continutul lor doar pand la 21,68+0,58% din biomasa absolut uscata
(BAU).

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie constd in extinderea arsenalului de reglatori ai
continutului de ficobiliproteine la cianobacteria Spirulina platensis si elaborarea unui procedeu de
cultivare a spirulinei.

Esenta inventiei constd in faptul cd se propune un compus coordinativ, hidrat-2-{[2-(2-
hidroxietilamino)-etilimino]-metil }-benzen-1,4-dihidroxi-(2-)cupru cu formula:

HO
(0]

& - 1,0
=N~ NH

/

De asemenea, se revendicd un procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis, care
include cultivarea pe un mediu nutritiv ce contine, g/L: NaNOs — 2,5; NaHCO; — 16,8; NaCl — 1,0;
KoSO; — 1,0; KoHPO,~ 0,20; MgSO,7H,0 — 0,20; CaCL-6HL,O — 0,04; H;BO; — 0,00286;
MnCly-4H,0 — 0,00181; ZnSO4-7H,0 — 0,00022; CuSO45H,0 — 0,00008; MoO; — 0,000015; 1 mL
solutie FeHEDTA 0,09 M si apa distilatd pand la 1L, la pH 9,5...10,0, la o temperatura de 30...32°C,
iluminarea de 2000...3000 Ix in primele 2 zile si de 3000...4000 Ix in urmitoarele zile ale cultivirii,
totodatd la a 2-a zi de cultivare se adaugd hidratul de 2-{[2-(2-hidroxietilamino)-etilimino]-metil}-
benzen-1,4-dihidroxi-(2-)-cupru, in concentratie de 0,002...0,004 g/L.

Complexul dat, proprietatile lui si procedeul de obtinere nu sunt descrise in literaturd.

Rezultatul constd in majorarea continutului de ficobiliproteine in biomasa de spirulind de
1,2...1,25 ori.

Rezultatul inventiei este conditionat de faptul ca pentru prima datd in calitate de reglator al
continutului de ficobiliproteine la cianobacteria Spirulina platensis se propune compusul coordinativ
cu formula  hidrat-2-{[2-(2-hidroxietilamino)-etilimino]-metil }-benzen-1,4-dihidroxi-(2)-cupru.
Analiza comparativd a complexului revendicat cu solutia cea mai apropiatd demonstreazi ci acestea
se deosebesc printr-o combinare noud a tipurilor de legituri chimice deja cunoscute, si anume: sunt
reprezentantii  diferitor clase de compusi coordinativi homometalici. Datoritd particularititilor
caracteristice compusului coordinativ revendicat, se obtine un rezultat net superior in comparatie cu
solutia cea mai apropiatd.

Compusul revendicat se obtine la interactiunea solutiilor etanolice fierbinti (50...55°C) a
aldehidei 5-hidroxisalicilice (2,5-dihidroxibenzaldehidei) cu 2-(2-aminoetilamino)etanol si hidratul
diacetatului de cupru, luate in raport molar de 1:1:1. Reactia decurge timp de 30...40 min conform
urmatoarei scheme:

OH
O + H,N-(CH),-NH-(CH,),-OH + Cu(CH;COO), -H,0 —>

HO
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4
HO
00
éu * H,0 + 2CH;COOH + H,0
=N’ NH

Mecanismul prezentei reactii este legat de faptul cd in timpul sintezei in amestecul reactant in
prezenta ionului de cupru(2+) are loc condensarea templatd a aldehidei S-hidroxisalicilice cu 2-(2-
aminoetilamino)etanol cu formarea 2-{[2-(2-hidroxietilamino)-etilimino]-metil }-benzen-1,4-diolului,
care cu ionul sus-numit formeazd compusul coordinativ final. Azometina obtinutd functioneazi in
hidratul de 2-{[2-(2-hidroxietilamino)-etilimino]-metil}-benzen-1,4-dihidroxi-(2-)cupru ca ligand
tetradentat-O,N,N,O dublu deprotonizat.

Procedeul de obtinere a compusului revendicat este simplu in executare, substantele initiale
accesibile, randamentul constituie 89% fata de cel teoretic calculat. Complexul este stabil in contact
cu aerul, solubil in apd si alcooli, bine solubil in dimetilformamida si dimetilsulfoxidd, practic
insolubil in eter.

Exemplu de obtinere a hidratului de 2-{[2-(2-hidroxietilamino)-etilimino]-metil }-benzen-1,4-
dihidroxi-(2- )cupru.

La suspensia etanolicd, care 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 aldehidd S-hidroxisalicilicd (2,5-dihidroxibenzaldehidd) si 10 mmol
de 2-(2-aminoetilamino)etanol. Dupd aceasta amesteculul reactant se incalzeste cu refrigerent
ascendent timp de 30...40 min. La ricire si evaporare lentd in solutie se depun cristale marunte de
culoare verde deschisd, care se filtreazd prin filtru de sticld, se spald cu cantitdti mici de etanol, eter
dietilic, si se usuca la aer.

S-a determinat, %: C —43,25; H-5,09; Cu - 20,71, N - 9,03.

Pentru C;H;¢CuN,Oy s-a calculat, %: C —43,49; H-5,31; Cu —20,92; N - 9,22.

Cercetarea vizuald sub microscop a compusului coordinativ sintetizat demonstreaza cé el poseda
omogenitate fazica. Din cauza dimensiunilor mici si absentei monocristalelor acestui complex, pentru
determinarea individualititii componentei lui si structurii au fost utilizate metode de analiza a
elementelor ca spectroscopia IR, magnetochimia si termogravimetria.

Determinarea in dimetilformamidd a conductibilitatii electrice molare a hidratului de 2-{[2-(2-
hidroxietilamino)-etilimino]-metil }-benzen-1,4-dihidroxi-(2-)-cupru revendicat demonstreazi ca el nu
este un electrolit [ =4 Ohm"cm”mol ™, 20°C, C3=0,001 mol/L].

Cercetarea magnetochimicd a complexului revendicat la temperatura camerei (294 K) a demon-
strat, cd valorea calculatd a momentului lui magnetic efectiv este apropiatd de valoarea de spin pentru
un electron necuplat (L = 1,83 m. B). Acest fapt ne permite sd presupunem ci substanta cercetatd
are o structurd monomerica.

In scopul determindrii modului de coordinare a ligandului la ionul de cupru(2+) a fost efectuati
analiza comparativd a spectrelor IR ale compusului revendicat, aldehidei S-hidroxisalicilice, 2-(2-
aminoetilamino)etanolului si a complecsilor metalelor 3d cu liganzii asemandtori descrisi in literatura.
S-a stabilit, cd azometina obtinutd pe matricea ionului de cupru(2+) in complexul revendicat se
comportd ca un ligand tetradentat dublu deprotonizat, coordonindu-se la ionul central prin inter-
mediul atomilor de oxigen fenolic si alcoolic, azotului azometinic si iminic, cu formarea a doud
metalocicluri din cinci si unuia din sase atomi. in favoarea acestui fapt indici disparitia din spectrul
IR al substantei revendicate a benzilor de absorbtie v(NH,), care in aminoalcoolul liber se observa in
domeniu 3450...3150 cm™. In spectrul complexului apare banda v(C=N), care este deplasati cu 15
em’! spre frecventa mai micd, in complecsii metalelor 3d cu liganzii asemintori, descrisi in
literatursi, acestea se observd in domeniul 1630...1625 cm™. In afari de aceast, in domeniul
530...400 cm™ apar patru benzi noi de absorbtie, care conform datelor din literaturi corespund v(Cu-
N) =521 i 410 em™ si v(Cu-0) = 490 si 440cm’™.

Analiza termogravimetrici a substantei sintetizate a ardtat cd descompunerea ei termicé are loc in
doua etape. Pe curba DTA a complecsului se observa un efect endotermic, care in concordantd cu
temperatura relativ joasd (70...90°C) corespunde procesului de dehidratare. Urmitorul termoefect pe
curba DTA a compusului care se observd la 460°C este exotermic si legat cu destructia termo-
oxidativi a ligandului coordinat.

Astfel, in baza rezultatelor analizei elementelor si cercetdrilor fizico-chimice a fost stabilitd
compozitia §i structura probabild a compusului revendicat.
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Exemple de utilizare a hidratului 2-{[2-(2-hidroxietilamino)-etilimino]-metil }-benzen-1,4-
dihidroxi-(2-)cupru in calitate de reglator al continutului de ficobiliproteine la cianobacteria Spirulina
platensis.

Exemplul 1

Se prepard mediul mineral nutritiv SP-1 cu urmétoarea componentd (g/L): NaNO; — 2,5; NaHCO; — 16,8;
NaCl - 1,0; K,SO, — 1,0; K,HPO, — 0,20; MgSO,7H,0 — 0,20; CaCl,6H;0 — 0,04; H;BO; —
0,00286; MnCl,4H,0O — 0,00181; ZnSO47H,O — 0,00022; CuSO,5H,O — 0,00008; MoOs —
0,000015; 1 mL solutie FeHEDTA 0,09 M si apa distilatd pind la 1L. La mediul preparat se adauga
suspensia de Spirulina platensis CNM-CB-02 in cantitate de 0,4 /L. In a doua z de cultivare la suspensia de
spirulind, in calitate de reglator al continutului de ficobiliproteine se suplimenteaza 0,002 g/L de hidrat de 2-{[2-
(2-hidroxietilamino)-etilimino]-metil }-benzen-1,4-dihidroxi-(2-)-cupru. Cultivarea se efectueazi in
baloane Erlenmeyer a cate 250 mL cu 100 mL suspensie in urmdétoarele conditii: iluminarea de
2000...3000 Ix in primele 2 zile i de 3000...4000 1x in urmitoarele zile ale cultivirii, la pH
9,5...10,0 si la o temperaturd de 30°C. La ziua a saptea biomasa se separd de lichidul cultural, se supune
demineralizirii si se determind continutul de ficobiliproteine.

Biomasa obtinutd contine 27,11% ficobiliproteine din BAU fati de 21,68% in cazul celei mai apropiate solutii
(Tab.).

Exemplul 2

Se prepard mediul mineral nutritiv SP-1 cu urmétoarea componentd (g/L): NaNOs — 2,5; NaHCO; — 16,8;
NaCl - 1,0; KySO4 — 1,0; K,HPO, — 0,20; MgSO,7H,O — 0,20; CaCly6H,O — 0,04; H;BO; —
0,00286; MnCl,-4H,O — 0,00181; ZnSO47H,O — 0,00022; CuSO45H,O — 0,00008; MoO; —
0,000015; 1 mL solutie FeHEDTA 0,09 M si apa distilatd pand la 1L. La mediul preparat se adaugi
suspensia de Spirulina platensis CNM-CB-02 in cantitate de 04 g/L.. In a doua z de cultivare, la suspensia de
spirulin, in calitate de reglator al continutului de ficobiliproteine se suplimenteazi 0,004 ¢/L de hidrat de 2-{[2-
(2-hidroxietilamino)-etilimino]-metil }-benzen-1,4-dihidroxi-(2-)-cupru. Cultivarea se efectueaza in
baloane Erlenmeyer a cite 250 mL cu 100 mL suspensie in urmatoarele conditii: iluminarea de
2000...3000 Ix in primele 2 zile si de 3000...4000 Ix in urmdtoarele zile ale cultivarii, la pH
9,5...10,0 5i la o temperaturd de 32°C. La zua a saptea biomasa se separd de lichidul cultural, se supune
demineralizirii si se determind continutul de ficobiliproteine.

Biomasa obtinutd contine 25,82% ficobiliproteine din BAU fatd de 21,68% in cazul celei mai apropiate
solutii.

Continutul ficobiliproteinelor in biomasa cianobacteriei Spirulina platensis CNM-CB-02 la
cultivare conform procedeului propus in inventie si din solutia cea mai apropiata

Procedeul utilizat Compusul Concentratia Continutul
compusului, g/L. ficobiliproteinelor,
% din BAU
Conform celei mai [Fe;O(Gly)s(H,0);INO5-3H,0O 0,005 21,68+0,58
apropiate solutii
Conform solutiei Hidratul de 2-{[2-(2-hidroxi- 0,002 27,11+0,13
propuse etilamino)-etilimino]-metil }- 0,004 25,82+0,11
in inventie benzen-1,4-dihidroxi-(2-) cupru

Datele tabelului demonstreazd majorarea de 1,2...1,25 ori a continutului de ficobiliproteine in
biomasa de spirulind in procedeul propus in inventie fatd de procedeul cel mai apropiat.

Proprietitile depistate ale hidratului de 2-{[2-(2-hidroxietilamino)-etilimino]-metil }-benzen-1,4-
dihidroxi-(2-)cupru prezintd interes pentru biotehnologie din punct de vedere al extinderii arsenalului
de reglatori ai continutului de ficobiliproteine la cianobacteria Spirulina platensis.
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6
(57) Revendicari:
1. Hidrat de 2-{[2-(2-hidroxietilamino)-etilimino]-metil }-benzen-1,4-dihidroxi-(2-)-cupru cu
formula:
HO
]
/Cl/l. * Hzo
=N~ NH

2. Procedeu de cultivare a cianobacteriei Spirulina platensis, care include cultivarea pe un
mediu nutritiv ce contine, g/L: NaNO; — 2,5; NaHCO; — 16,8; NaCl — 1,0; K;SO4 — 1,0; K;HPO, —
0,20; MgSO,7H,O — 0,20; CaCl,-6H,0 — 0,04; H;BO; — 0,00286; MnCl,-4H,0O — 0,00181; ZnSO,4
10 “TH,0 — 0,00022; CuSO4-5H,0 — 0,00008; MoO3— 0,000015; 1 mL solutie FeHEDTA 0,09 M si apa
distilatd pana la 1L, la pH 9,5...10,0, la o temperaturd de 30...32°C, iluminarea de 2000...3000 Ix in
primele 2 zile si de 3000...4000 1x in urmatoarele zile ale cultivirii, totodatd la a 2-a zi de cultivare se
adaugd hidratul de 2-{[2-(2-hidroxietilamino)-etilimino]-metil}-benzen-1,4-dihidroxi-(2-)-cupru,
definit in revendicarea 1, in concentratie de 0,002...0,004 g/L.
15
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