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Bacillus cereus
(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la chimie si medicind, §i anume
la un compus coordinativ al cuprului biologic activ
din clasa tiosemicarbazonatilor.

Esenta inventiei constd in sinteza unui nou
compus al cuprului cu doi liganzi biologic activi
[(2-carbamotioilhidrazon)propionato(2-)]-(4-amino-
benbenzensulfamid)cupru cu formula:
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Compusul manifesta activitate bacterio-
S statica si bactericida inalta fatd de bacteriile din
genul Bacillus cereus. Datorita acestor pro-
prietati el poate gasi aplicare in medicina si
medicina veterinara in calitate de preparat anti-
microbian.

Rezultatul consta in aceea ca noul compus
manifestd activitate antimicrobiand fata de
bacteriile din genul Bacillus cereus de 33...156
ori mai inalta decat furacilina i aproximativ de
1-10° ori mai inaltd dect analogul structural -

15 complexul cuprului cu tiosemicarbazona 2-for-
milpiridinei.

Revendicari: 2



(54) [(2-Carbamotioylhydrazone)propionato(2-)]-(4-aminobenzenesul-
fonamide)copper, manifesting antimicrobial activity against bacteria of the

genus Bacillus cereus

(57) Abstract:
1

The invention relates to chemistry and
medicine, namely to a coordinative compound
of biologically active copper from the class of
thiosemicarbazonates.

Summary of the invention consists in the
synthesis of a new compound of copper with
two Dbiologically active ligands [(2-carba-
motioylhydrazone)propionato(2-)]-(4-
aminobenzenesulfonamide)copper of formula:
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The compound manifests high bacterio-
static and bactericidal activity against bacteria
of the genus Bacillus cereus. Due to these
properties it can be used in medicine and
veterinary medicine as an antimicrobial drug.

The result consists in that the new
compound manifests antimicrobial activity
against bacteria of the genus Bacillus cereus
33...156 times higher than furacin and
approximately 1.10° times higher than the
structural analogue — the copper complex with
2-formylpyridine thiosemicarbazone.

Claims: 2

(54) [(2-Kap6amoTromaruapa3oH)nponuoHaTo(2-)]-(4-aMmuHo06eH30.1-
cyabpamMua)Meb, NPOSIBISIIONIAS MPOTHBOMHKPOOHYI0 aKTHBHOCTD IO
OTHOLIEHNI0 K GakTepusiM Buaa Bacillus cereus

(57) Pedepar:

W300peTeHre OTHOCUTCS K XUMUHM M ME/IHU-
[IMHE, 2 UMEHHO K OHOIOTMYECKH aKTHBHOMY
KOOPIMHAI[MOHHOMY  COCJMHEHUIO  MEIH
KJ1acca THOCEMUKapOa30HATOB.

CyIHOCTE HM300peTeHns] 3aKII0YaeTcs B
CHHTE3¢ HOBOTO COCJHMHCHHS MEIH C JBYMs
OWONIOrMYeCKH AaKTHBHBIMH JUranaamu [(2-
KapOaMOTHOUITUpa30H) mpornroHato(2-)]-(4-
aMUHOOEH30JICYIIb(haMuI)MeTH HOPMYJITBI:
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CoenuHEHHE TIPOSBISIET BBICOKYIO 0OaK-
TEPUOCTATHUECKYIO U OAKTEPHUIIUAHYIO aKTUB-
HOCTh [0 OTHOIIEHWI0O K OaKkTepusiM BHA
Bacillus cereus. brnaromapst 3TuM CBOMCTBaM
OHO MOYKET HAWTH MPUMEHEHUE B MEMIHHE U
BETEPUHAPUH B KAYECTBE MPOTUBOMHUKPOOHOTO
npernapara.

Pe3ysbTaT 3aKii04aeTcs B TOM, Y4TO HOBOE
COEIMHEHUE TPOSIBIIET MPOTUBOMUKPOOHYIO
AKTHBHOCTb 10 OTHOIIEHHIO K OaKTEPUsIM BHIA
Bacillus cereus B 33...156 pa3a 06oiee
BBICOKYIO, YeM (YpalliHH U MPUMEPHO Ha 5
MOPSIJIKOB  BBIIIE, YeM CTPYKTYPHBINA aHAJIOT -
KOMIUIEKC MeIu C THOCEMHUKapOa30HOM 2-
(hOPMUITTTHPHUIUHA.

I1. popmymsr: 2
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Descriere:

Inventia se referd la chimie i medicina, si anume la un compus coordinativ al cuprului biologic
activ din clasa tiosemicarbazonatilor.

Acest compus coordinativ manifesta activitate bacteriostatica si bactericida inalta fata de bacteriile
din genul Bacillus cereus. Datoritd acestor proprietdti el poate gasi aplicare in medicind si medicina
veterinard in calitate de preparat antimicrobian.

Bacillus cereus reprezinta o bacterie levurica de sol, gram-pozitiva. Ea provoacd toxicoinfectii la
om (inclusiv sindromul vomitiv si diareic), produce enterotoxine. In practica medicald pentru tratarea
si profilaxia proceselor provocate de bacteria data se utilizeaza compusul organic furacilina - semi-
carbazona aldehidei 5-nitro-2-furanice, care are urmétoarea formula :

O O
N-NH

Acest compus inhiba cresterea si multiplicarea bacteriilor din genul Bacillus cereus la concentratia
4,68 ug/mL, insa nu poate fi utilizat in cazurile, cind este necesard o activitate antimicrobiand mai
inalta a preparatului fatd de bacteria sus-numita [1].

Se cunosc compusi coordinativi ai cuprului cu tiosemicarbazone care manifestd proprietati
antimicrobiene. De exemplu, chelatul cupru-tiosemicarbazona piridin-2-carbaxaldehidei [2] cu
formula:
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Dezavantajele complexului dat constau in faptul ca el inhiba cresterea si multiplicarea bacteriilor
din genul Bacillus cereus in limitele concentratiilor 5...40 mg/mL, insd nu a putut gasi aplicare in
practica medicald din cauza activitdtii scazute fatd de microorganismele gram-pozitive si gram-
negative.

Problema pe care o rezolva prezenta inventie constd in obtinerea unui compus coordinativ nou,
care poseda activitate bacteriostatica si bactericida inaltd fata de bacteriile din genul Bacillus cereus.

Esenta inventiei constd in sinteza unui nou compus al cuprului cu doi liganzi biologic activi [(2-
carbamotioilhidrazon)propionato(2-)]-(4-aminobenzensulfamid)cupru cu formula:

i
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Rezultatul inventiei constd in aceea cd noul compus manifesta activitate antimicrobiand fata de
bacteriile din genul Bacillus cereus de 33...156 ori mai inaltd decat furacilina si aproximativ de 1-10°
ori mai 1naltd decat analogul structural — complexul cuprului cu tiosemicarbazona 2-formilpiridinei.

Rezultatul tehnic al inventiei este conditionat de faptul ca pentru prima data in calitate de inhibitor
de crestere si multiplicare a bacteriilor din genul Bacillus cereus se propune un compus coordinativ al
cuprului cu streptocidul §i tiosemicarbazona acidului piruvic, care contine o combinatie noua de
legaturi chimice deja cunoscute.

Complexul dat, proprietatile ui §i metoda de sintezd nu sunt descrise in literatura.

NH,
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Compusul revendicat se obtine la interactiunea solutiilor etanolice fierbinti (50...55°C) ale
acetatului de cupru(ll) monohidrat cu tiosemicarbazona acidului piruvic si 4-aminobenzensulfamida
(streptocid), luate in raportul molar 1:1:1. Reactia decurge in 50...60 min conform urmatoarei
scheme:

@) OH
CUz(CH3COO)4' 2H,0 +2
NH

HsC™ N \f o

NH,
_ o -
-0 I
— 2 Clsg o + 4 CHZCOOH + 2H,C
HaC™ N
N
NH;

Mecanismul reactiei consta in deprotonizarea grupelor carboxilice si tiolice ale tiosemicarbazonei
in prezenta acetat-ionilor sarii initiale, care joaca rolul de acceptor de protoni. Astfel obtinut, anionul
(2-carbamotioilhidrazon)-propionat(2-) coordoneazi la ionul de cupru(2+) ca un ligand O,N,S-
tridentat dublu deprotonizat. Al patrulea loc in sfera interna a atomului central il ocupa atomul de azot
al moleculei de streptocid.

Procedeul de obtinere a compusului revendicat este simplu In executare, substantele initiale sunt
accesibile, randamentul constituie 77% fata de cel teoretic calculat. Tiosemicarbazona acidului piruvic
se obtine usor dupa metodica descrisa  (Kuraes IO. I1., By3sikun b. Y. I'mapasonsl. Mocksa, Hayka,
1974, c. 225-226). Complexul sintetizat are culoarea verde intunecata, este stabil in contact cu aerul,
putin solubil in apa si alcooli alifatici, solubil in dimetilformamida si dimetilsulfoxid, practic insolubil
in eter.

Exemplu de obtinere a [(2-carbamotioilhidrazon)propionato(2-)]-(4-aminobenzensulfa-
mid)cupru.

La suspensia etanolicd, care contine 10 mmol de acetat de cupru(II) monohidrat in 50 mL etanol,
incilzita (50...55°C) si amestecatd in permanentd cu ajutorul agitatorului magnetic, se adaugi solutie
de 10 mmol de tiosemicarbazona acidului piruvic si 10 mmol de streptocid (4-aminobenzensulfamida)
in 100 mL de alcool etilic. Dupa aceasta, amestecul reactant se refluxeaza in decurs de 50...60 min.
La racire din amestecul reactant se depun cristale marunte de culoare verde intunecatd, care se
filtreaza prin filtru din sticla, se spalda cu C,;HsOH, eter si se usuca in aer.

S-a determinat, % : C — 30,30, H — 3,55, Cu - 15,91; N - 17,77, S — 16,48.

Pentru C1oH13CuNs0,4S; s-a calculat, % : C — 30,41; H — 3,32; Cu — 16,09; N — 17,73; S — 16,24.

Cercetarea vizuald sub microscop a compusului coordinativ sintetizat demonstreaza ca el poseda
omogenitate fazicd. Din cauza dimensiunilor mici §i absentei monocristalelor acestui complex, pentru
determinarea individualitatii componentei lui si structurii probabile au fost utilizate metodele de
analiza a elementelor, spectroscopia IR, magnetochimia si termogravimetria.
zon)propionato(2-)]-(4-aminobenzensulfamid)cupru revendicat a demonstrat ca el este un neelectrolit
[?2=4 Q* cm?- mol™, 20°C, C=0,001 mol/L].

Cercetarea magnetochimica la temperatura camerei (294K) a complexului revendicat a demonstrat
céd valoarea obtinutd a momentului lui magnetic efectiv este apropiatd de valoarea de spin pentru un
electron necuplat [ = 1,87 m. B). Faptul acesta ne permite sa presupunem ca substanta cercetata are
structurd monomerica.

in scopul determinarii modului de coordonare a liganzilor la ionul de cupru a fost efectuatd analiza
comparativd a spectrelor IR ale compusului revendicat, tiosemicarbazonei acidului piruvic si
streptocidului. S-a stabilit ca tiosemicarbazona in complex se comportd ca un ligand tridentat dublu
deprotonizat, coordonandu-se la ionul central prin intermediul atomului de oxigen carboxilic,
atomului de azot al grupei C=N si al sulfului, cu formarea a doud metalocicluri din cinci atomi. In
favoarea acestui fapt indica disparitia in spectrul IR al substantei revendicate a benzilor de absorbtie
v(NH) si v(C=S), care in tiosemicarbazona libera se observa corespunzator in domeniile 3450...3150
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si 1125...1115 cm™. In afard de aceasta, in spectru se observa banda de absorbtie v(C-S) la 785 cm™,
iar benzile v{(COO"), v4(COO") si v(C=N) se deplaseaza cu 15...30 cm™ spre frecventa mai mica [in
tiosemicarbazona initiald ele se observa in domeniile 1605, 1375 si 1630 cm™ corespunzitor]. In
domeniul 1570...1560 cm™ al spectrului complexului se observi banda de absorbtie, care este
conditionatd de oscilatiile de valentd >C=N-N=C< . Acest caracter al spectrelor IR demonstreaza
enolizarea tiosemicarbazonei in procesul de formare a complexului revendicat. in afard de aceasta, in
spectrul IR al complexului revendicat, in domeniul 530...400 cm™ apar patru benzi noi de absorbtie,
care conform datelor din literaturd, se detecteazd ca v(Cu-N), v(Cu-O) si v(Cu-S). Prezenta in
complexul revendicat a 4-aminobenzensulfamidei (streptocidului) se confirmd prin existenta in
spectrul lui a benzilor de absorbtie caracteristice [Vv(NH) = 3420, 3340, 3190, 3175, 1520, §(C-N) =
1335, 1118, v(SO,) = 1322, v,(SO,) = 1145, v(C-N) = 987, 938, v(S-N) = 855, 5(SO,) = 564 cm™].

Analiza termicd a demonstrat cd pe derivatograma [(2-carbamotioilhidrazon)-propionato(2-)]-(4-
aminobenzensulfamid)cupru se observa un singur efect exotermic la 460°C, care corespunde
procesului de destructie termooxidativa a liganzilor organici din complex.

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

Determinarea activitatii antimicrobiene a [(2-carbamotioilhidrazon)-propionato(2-)]-(4-amino-
benzensulfamid)cupru a fost efectuatd in mediu nutritiv lichid [bulion peptonat din carne de 2%, pH
7,0] prin metoda dilutiilor succesive. In calitate de cultura de referintd in experimentul in vitro au fost
folosite tulpinile standard de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (I'MCK 8035),
Escherichia coli (ATCC 25922), Shigela sonnei si Salmonella abony (T'MCK 03/03). Dizolvarea
substantelor studiate in dimetilformamida, cultivarea microorganismelor, obtinerea suspensiei,
determinarea concentratiei minime de inhibare (CMI) si concentratiei minime bactericide (CMB) au
fost efectuate dupa metoda standard descrisa in literatura.

Rezultatele studiului activitatii antimicrobiene a [(2-carbamotioilhidrazon)-propionato(2-)]-(4-
aminobenzensulfamid)cupru sunt prezentate in tabel, din care se vede ca compusii initiali nu mani-
festa activitate antimicrobiana fatd de microorganismele sus-numite, iar complexul revendicat poseda
activitate bacteriostatica si bactericida in limitele concentratiilor 0,03...75,0 pg/mL fata de bacteriile
gram-pozitive si 150,0...300,0 pg/mL fatd de microorganismele gram-negative. Pentru comparatie in
acelasi tabel sunt prezentate rezultatele activitatii antimicrobiene caracteristice furacilinei [1] si
analogului proxim [2]. Datele experimentale obtinute demonstreaza ca compusul revendicat manifesta
0 activitate antimicrobiana fata de bacteriile de genul Bacillus cereus, care depaseste de 33...156 ori
caracteristicile analoage ale furacilinei [1] si de 1,7...2,9-10° ori caracteristicile analogului structural
[2].

Proprietatile depistate ale compusului nominalizat prezinta interes din punct de vedere al extinderii
arsenalului de remedii antimicrobiene si poate fi utilizat in cazul rezistentei bacteriilor din genul
Bacillus cereus fata de medicamentele traditionale.
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Tabel

Concentratia minima de inhibare (CMI) si concentratia bactericida minima (CBM) a compusului
coordinativ revendicat fatd de microorganismele gram-pozitive si gram-negative (ug/mL)

Microorganismele gram- Mi . .
o icroorganismele gram-negative
pozitive
Staphylococcus | Bacillus Escherichia Shigela Salmonella
Compusul aureus, cereus coli, sonnei abony,
ATCC 25923 I'CK 8035 ATCC 25922 T'MCK 03/03
CMI | CBM CMI | CBM | CMI | CBM | CMI | CBM | CMI | CBM
e ) > > > > > >
Compusil initiali >300] >300) 359 | >300 | 300 | >300 | 300 | 300 | 300 | 300
[(2-carbamotioilhidrazon)-
propionato(2-)]-(4-amino- 375| 75 |003| 014 | 2 |>300| . > | 150 | 300
/ 300 300 | 300
benzensulfamid)cupru
Furacilina 2,34 9,37 | 468 | 468 | 234 | 937 | 2,34 | 468 | 468 | 4,68
Analogul structural 1250| 40000 | 5000 | 40000 | 1250 | 40000 | b b b b

Nota: a) Compusii initiali — Cuy(CH;COQ), = 2H,0, tiosemicarbazona acidului piruvic, 4-amino-
benzensulfamida (streptocidul), b) activitatea antimicrobiana a analogului structural fata de aceste
tulpini in [2] nu a fost studiata.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
1. Mamxosckuit M. 1. JlekapctBenHble cpenctia, 2008, Mocksa, HoBast BomHa, 1206 c.
2. Elo H. Antimicrobial activity of two antitumour agents and ribonucleotide reductase
inhibitors, pyridine-2-carboxaldehyde thiosemicarbazone and the acetate form of its
copper chelate. Z. Naturforsch. 2007, Jul-Aug, 67(7-8), p. 498-506 (regasit in
Internet la 2011.08.01, url: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/17913063 )

(57) Revendicari:

1. [(2-Carbamotioilhidrazon)propionato(2-)]-(4-aminobenzensulfamid)cupru, cu formula:
i
HoN S—NH
OKO\ 3 @n ’
Cu~

/
N
HsC N

2. Compus conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca manifesta activitate anti-
microbiana fatd de bacteriile din genul Bacillus cereus.
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