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(57) Rezumat:
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Inventia se¢ refera la  aplicarca
compusilor coordinativi de cupru in bazi de
izotiosemicarbazone in calitate de remediu
antibacterian si poate fi utilizata in agricultura.

Conform inventiei, compusul binuclear
de cupru(Il) hidrosolubil 2,6-bis(S-
metilizotiosemicarbazidometiliden)-4-
metilfenolato-tricloro-dicupru-hidrat manifesti

2
o activitate bactericidd fatd de bacteriile
fitopatogene si poate fi utilizat sub formd de
solutii apoase cu concentratii minime de
0,007% mas. pentru combaterea bacteriozei la
plante.
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Figuri: 1
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methylphenolato-trichloro-dicopper-hydrate as an agent against

phytopathogenic bacteria

(57) Abstract:
1

The invention relates to the use of
coordination compounds of copper based on
isothiosemicarbazones as an antibacterial agent
and can be used in agriculture.

According to the invention, the
binuclear  water-soluble =~ compound  of
copper(Il) 2,6-bis(S-methylisothiosemi-
carbazidomethylidene)-4-methylphenolato-

2
trichloro-dicopper-hydrate exhibits bactericidal
activity against phytopathogenic bacteria and
can be used in the form of aqueous solutions
with minimum concentrations of 0.007 wt.% to
combat bacteriosis in plants.

Claims: 2
Fig.: 1

(54) Ilpumenenue 2,6-6uc(S-MeTHIN30THOCEMUKAPOAZHIOMeTHINAEH )-4-
MeTHJI(PEHO0JIATO- TPUXJIOP-AUMeb-THAPATA B KAYeCTBE CPeACTBA NPOTUB

(puTonaroreHHbIX OaKTepUH

(57) Pedepar:

H3obpercHue OTHOCHTCS K
NPUMCHCHUK) KOOPAMHALTHOHHBIX COGI[I/IHGHI/IfI
MEOH HA OCHOBE HM30THOCEMHKAPOA30HOB B
KAaueCTBC AHTHOAKTCPHANBHOIO CPCACTBA H
MOXET OBITh  HCIHOJNB30BAHO B CEIHCKOM
XO3HCTBE.

Cormacuo H300pETCHUIO, 6maaepHoe
Boaopacreopumoe coeauneHue meau(Il) 2,6-
OmC(S-METHIN30THOCEMUKAPOA3HAOMETHII-

2
HACH)-4-MeTHII()CHOIATO-TPHXIIOP-THMETb-
TUApaT TPOSIBILIET GaKTEPULIIIHYTO
AKTHUBHOCTb 1o OTHOIIICHHIO K

(puTOmaTOTEHHBIM OAKTEPHAM W MOXKET OBITH
HCIIONB30BAHO B BHJIC BOJHBIX PAacTBOPOB C
MHHHMaIbHOH KoHUEeHTpauuen 0,007 mac. %
111 O0pBOBI C GAKTEPHO30M Y PACTCHHH.

I1. popmymsr: 2
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Descriere:

Inventia se referd la aplicareca compusilor coordinativi de cupru in bazd de
izotiosemicarbazone in calitate de remediu antibacterian si poate fi utilizatd in agricultura.

Speciile de bacterii fitopatogene pot provoca diferite boli ale plantelor agricole
(bacterioze). De exemplu, Erwinia amylovora, bacteria gram-negativd din familia
Enterobacteriaceae, este agentul cauzal al focului bacterian, o boald devastatoare a plantelor
care afecteazd o gamd largd de specii din cadrul genului Rosaceae si este o amenintare
globald majord pentru productia comerciald de mere si pere (Pique N., Minana-Galbis D.,
Merino S. M. Tomas J.. Virulence Factors of Erwinia amylovora: A Review. Int. J. Mol. Sci.,
Jun. 2015, 16(6), p- 12836—-12854). Altd specie E. carotovora cauzeazd putregaiul moale la
culturile economico-importante, asa ca cartofi, rosii, castraveti. In cazul cartofului se produce
putregaiul moale al tulpinii si tuberculilor pana si dupd recoltare, astfel reducand considerabil
randamentul roadei (Benada M., Boumaaza B., Boudalia S., Khaladi O., Guessas B.
Variability of aggressiveness and virulence of Erwinia carotovora subsp. Carotovorum
causing the soft rot on potato tubers in the western of Algeria. Int. J. of Plant Biology 2018,
vol. 9:7568, p. 52-56). Xanthomonas campestris pv. vesicatoria este o bacterie gram-negativa
biotroficd si este agentul care provoacd  pitarca bacteriand a tomatelor (Solanum
Iycopersicum L.) si a ardeiului (Capsicum annuum), o boala prezentd la nivel mondial.
Simptomele infectirii bacteriene includ defolierea si leziunile necrotice clorotice pe frunze,
tulpini, fructe si flori, care conduc ulterior la un randament redus al roadei (Tamir-Ariel D.,
Navon N. and Burdman S. Identification of Genes in Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria Induced during Its Interaction with Tomato. J. Bacteriol., Sep. 2007, 189(17), p.
6359-6371).

Tiosemicarbazonele si complecsii lor cu unele metale de tranzitie in unele cazuri
manifestd un spectru larg de acivitate biologicd, inclusiv antibacteriand, in special in
domeniul medical [1,2,3].

Pentru combaterea microorganismelor fitopatogene, inclusiv bacterii, au fost
propuse compozitii biocide care cuprind tiosemicarbazone nealchilate pe sulf in baza
diversilor derivati ai 2-acetil- si 2-formilpiriding, cit si compusii lor coordinativi (complecsi)
cu cupru si alte metale [4]. Dezavantajul acestor agenti antimicrobieni constd in faptul ca sunt
insolubili sau foarte putin solubili in apd, fapt ce necesitd introducerea in compozitii a
aditivilor de solubilizare sau umectare a prafului de tiosemicarbazond sau respectiv de
complex.

Activitatea biologicd a tiosemicarbazonelor si complecsilor lor variazd foarte
puternic in functie de metal, structura ligandului sau a complexului, natura substituentilor atat
din nucleul carbonilic cat si la fragmentul tiosemicarbazidic. Acest fragment poate fi
derivatizat prin substitutie la atomii de azot.

Ca o ilustrare a dependentei activitdtii biologice de structura ligandului si a
complexului de metal pot servi complecsii binucleari de cupru(Il) cu tiosemicarbazonele Ny-
substituite a hidroxiacetofenonei. Dimerii de cupru nu poseda o activitate de inhibare fata de
Aspergillus niger, dar in schimb sunt activi fatd de Paecilomyces variotii [5].

Complecsii binucleari (dimeri) de cupru(Il) in baza ligandului binucleabil bis(4-
feniltiosemicarbazona) 2,6-diformil-4-metilfenolului sunt inactivi fatd de diferite specii de
bacterii sau fungi [6].

O alta cale de derivatizare a tiosemicarbazidelor constd in alchilarea atomului de
sulf tionic cu obtinerea S-alchilizotiosemicarbazidelor. Din datele din stadiul tehnicii reiese
ca alchilarea sulfului din fragmentul tiosemicarbazidic nu contribuie la ridicarea activitatii
biologice a tiosemicarbazonelor si complecsilor lor. De exemplu, pentru derivatii S-alchilati
ai 1,4-benzochinon-izotiosemicarbazon-guanilhidrazona s-a stabilit cd alchilarea sulfului
duce la micsorarea activititii antibacteriene [7].

Avand in vedere cd apa reprezintd mediul biologic de bazi din componenta
organismelor vii, inclusiv a plantelor, si reiesind din considerentele practice de pregitire si
aplicare a remediilor antimicrobiene, este de dorit de a clabora ingredienti activi
hidrosolubili. Aceasta ar permite de a utiliza efectiv remediile antibacteriene sub forma de
solutii apoase, evitind folosirea solventilor organici, agentilor de solubilizare sau umectare,
cu toate consecintele pozitive pentru mediu, tehnica securititii, costuri economice, etc.
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Majoritatea absolutd de tiosemicarbazone si complecsii lor sunt insolubili in apd. O metoda
de a conferi hidrosolubiltate constd in introducerea in ligandul organic a unor grupe hidrofile
ca grupa sulfonicd (-SO:H) sau carboxilicd (-COOH). Aceste grupe usor s¢ ionizeazd in
mediul bazic cu formarea sdrurilor respective ale metalelor alcaline sau de amoniu, care de
reguld conferd solubilitate in apa ligandului sau complexului respectiv.

Pe aceastd cale au fost obtinuti complecsi de cupru, zinc si nichel hidrosolubili cu
unele tiosemicarbazone ale aldehidelor aromatice sulfonate [8]. Solubilitatea lor in apd a
permis testarea in vivo a activitdtii biologice, in special a citotoxicititii contra celulelor de
leucemie cronicd miecloidd umani. Un dezavantaj al acestor compusi este c¢d introducerca
grupei sulfonice necesitd stadii suplimentare de sintezd organicd, in plus grupa sulfonicd
poate influenta negativ asupra activititii biologice.

in scopul de a obtine tiosemicarbazone heteroaromatice si complecsi de cupru(Il)
hidrosolubili cu activitate antiproliferativd contra celulelor anticanceroase, in nucleul
heteroaromatic s-a introdus grupa morfolinicd, care poate conferi hidrosolubilitate si o
activitate biologicd compusilor pe care o contin [9].

Au fost sintetizate diverse tiosemicarbazone pe bazd de 5-metilmorfolin-piridin-2-
carboxaldehidi (HL!-HL®) si complecsii respectivi de cupru hidrosolubili (1-6):

o B ) o D‘/’ d

S-a determinat ci o parte de complecsi formeazi dimeri slabi (asociati) in stare
solidd, care in solutic apoasd s¢ scindeazd in monomerii reprezentati mai sus. Totodatd
liganzii si complecsii lor de cupru au fost testati si pentru activitate antibacteriand fatd de
microorganismele Gram-pozitive S.aureus si Gram-negative P. aeruginosa. HL!'-HL?
impreund cu complecsii 1-5 au aritat o activitate antibacteriand considerabild fatd de
bacteriile S.aureus.

Complexul hidrosolubil de cupru 6 pe bazi de S-metilizotiosemicarbazidi poate fi
considerat cel mai aproape din punct de vedere structural de compusul utilizat in inventia
revendicatii. Dezavantajul analogului proxim constd in faptul ci ligandul HL® si complexul 6,
spre deosebire de ceilalti compusi, au ardtat un nivel foarte redus de activitate antibacteriana.
Alt dezavantaj este cd sinteza 5-metilmorfolin-piridin-2-carboxaldehidei, care conferd in
final hidrosolubilitate complecsilor, este destul de ancvoiasd si necesitd sapte stadii de
sintez.

Problema solutionatd de inventic constd in extinderca gamei de remedii
antibacterieni contra speciilor fitopatogene in bazi de complecsi hidrosolubili ai cuprului(IT)
cu tiosemicarbazone.

Problema s-a solutionat printr-o analizd si selectic neevidentd dintre compusi
complecsi binucleari (dimeri) ai cuprului hidrosolubili cu derivati de tiosemicarbazone
aromatice binucleabile, urmati de sinteza si investigatii microbiologice corespunzitoare.

Rezultatul atins de inventie constd in faptul ¢ pentru un compus binuclear al
cuprului(Il) hidrosolubil in baza de derivat S-alchilat al tiosemicarbazidei, si anume pentru
dimerul cuprului coordonat cu bis(S-metilizotiosemicarbazona)-2,6-diformil-4-metilfenolului
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(H:DF-T,), s-a depistat o activitate antibacteriani fatd de speciile fitopatogene in solutii
apoase cu concentratii minime bactericide de 0,007% mas. (130 uM).

Ligandul H:DF-T; din componenta complexului este unul binucleabil, adicd poate
coordona doi ioni de cupru cu utilizarea puntii de fenolat si a patru atomi donori de azot N1 si
N4 ale ambelor ,,brate” tiosemicarbazidice, totodatd in medii neutre ligandul se coordoneazi
monodeprotonizat, iar in medii bazice trideprotonizat. Structura lui este redati mai jos:

CHs

N OH N

N
HaC( )l\

S NH, H,N S

Compusul se obtine la interactiunca H:DF-Ti cu clorurd de cupru(Il) in mediu
alcoolic, reprezintd un dimer de cupru, contine trei ioni de clor si 0 moleculd de apa de
cristalizare - 2,6-bis(S-metilizotiosemicarbazidometiliden)-4-metilfenolato-tricloro-dicupru
hidrat. Conform datelor analizei elementale, spectrale si proprietitilor chimice si
magnetochimice dimerul de cupru foarte probabil cd are urmitoarea structurd [Cu.(H.DF-
T1)-p-CI]Cl>-H,O, unde H;DF-T; reprezintd ligandul initial monodeprotonizat la atomul
punte de oxigen fenolic, iar n-Cl denotd faptul cd un ion de clor are rolul de a doua punte
intre ionii de Cu(Il). Conform regulilor de nomenclaturd chimicd denumirea desfisurati a
compusului poate fi {p-cloro-[2,6-bis(S-metilizotiosemicarbazidometiliden)-4-metilfenolato-
N1,Ng,N2,N%, p-O]dicupru(ll) }-dicloro-hidrat. Din considerente practice dimerul de cupru
utilizat in continuare va fi notat prin C1.

Complexul C1 este cunoscut din stadiul tehnicii (Gerbeleu N.V., Revenko M.D.,
Zhovmir F.K., Kuyavskaia B.Ya. Binuclear compounds of copper(Il) with ligands based on
chalcogensemicarbazides and 2,6-diformyl-4-methylphenol. Zhurn. Neorg. Khimii (J.
Inorg.Chem. USSR), 1986, 31, Nr. 8, p. 2017-2022), iar activitatea lui biologicd nu a fost
cercetata.

[Cux(H.DF-Th)-p-CI]ClL- H,O este solubil in apa si formeaza solutii verde-intens la
concentratii relativ mici. Aceastd hidrosolubilitate este una mai putin obisnuitd, deoarece
dimerul analog de cupru cu tiosemicarbazona nealchilati, tot cu trei ioni de clor in
componenta sa este insolubil in apa.

In calitate de microorganisme-test pentru evaluarea activititii antimicrobiene au fost
selectate tulpinile fitopatogene de Erwinia amylovora, Erwinia carotovora si Xanthomonas
campestris. Pentru a confirma posibilitatea extinderii activitdtii antibacteriene a dimerului de
cupru au fost incluse in testdri si tulpinile nepatogene de bacterii de Bacillus subtilis CNMN
BB-01, Pseudomonas fluorescens CNMN-PFB-01. Evaluarea activititii antibacteriene s-a
efectuat prin metoda dilutiilor succesive duble.

Pentru evaluarea corecti a efectului antibacterian s-a testat si activitatea unor
compusi de referinti. In calitate de compusi de referinti s-au selectat compusii initiali
(precursorii) din care s-a sintetizat complexul binuclear de cupru - clorura de cupru dihidrat si
ligandul binucleabil bis(S-metilizotiosemicarbazon)-2,6-diformil-4-metilfenolul (Hz:DFT).
Ligandul, fiind insolubil in apd, a fost dizolvat initial in dimetilsulfoxid (DMSQ), care s-a
supus ulterior dilutiilor succesive duble cu api distilati.

Dupd cum reiese din rezultatele testdrii activitatii antibacteriene solutiile apoase
puternic diluate ale dimerului de cupru selectat poseda o activitate antibacteriand inaltd fatd
de bacteriile fitopatogene, concentratia minimd bactericida fiind de 130 pM (0,007%). Pentru
speciile nepatogene concentratia minima bactericida este la nivelul de 520 pM. Faptul ci C1
este activ si fatd de bacteriile nepatogene indica la aceea cd actiunea antibacteriand a C1 nu
se limiteaza doar la speciile fitopatogene testate in inventie.

Precursorul clorura de cupru(Il) manifestd un efect bactericid la concentratii de
2100...4200 uM, iar activitatea bactericida a ligandului precursor H:DFT; se afld 1a nivelul
solventului DMSO. Datele obtinute pentru compusii de referintd indicd univoc cd aparitia
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proprietitilor antibacteriene la C1 se datoreaza efectului sinergetic in urma coordondrii dintre
cupru si aceastd izotiosemicarbazona specifica.

Din stadiul tehnicii se cunoaste cd S-alchilarea tiosemicarbazidei diminuiazi
activitatea antibacteriani a izotiosemicarbazonelor. De aceea activitatea bactericida fatd de
bacteriile fitopatogene a C1, care face parte din grupa de complecsi cu izotiosemicarbazone,
este una neasteptata.

in concluzie din cercetirile microbiologice rezulti ci dimerul de cupru C1 poate fi
aplicat in agriculturd sub formd de solutii apoase diluate la combaterea bacteriozelor la
plante.

in continuare inventia se explici prin fotografiile reprezentative din figurd, care se
referd la actiunea antibacteriand asupra tulpinii de Erwinia carotovora la patru dilutii in jurul
concentratiei minime bactericide (% mas.) a Cl (“Cw.LCly”) si a sdrii precursoare
CUC12'2H20.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1: Sinteza compusilor investigati

Ligandul bis(S-metilizotiosemicarbazona) de 2,6-diformil-4-metilfenol (Hz:DF-T) si
complexul de cupru testati au fost descrisi anterior (Gerbeleu N. V., Revenko M.D., Zhovmir
F.K., Kuyavskaia B.Ya. Binuclear compounds of copper(Il) with ligands based on
chalcogensemicarbazides and 2,6-diformyl-4-methylphenol. Zhurn. Neorg. Khimii (J.
Inorg.Chem. USSR), 1986, 31, Nr. 8, p. 2017-2022). Conform procedeului cunoscut a fost
sintetizatd hidroiodura de S-metilizotiosemicarbazidd prin alchilarea tiosemicarbazidei cu
jodmetan in mediu de etanol. In continuare hidroiodura de izotiosemicarbazidi a fost
condensatd in mediu ctanol-apd, in prezentd de carbonat de sodiu, cu 2,6-diformil-4-
metilfenol.

Ligandul este insolubil in apa, solubil in DMSO sau DMF si se caracterizeazi prin
urmdtoarele caracteristici. P.t. 208...211 °C, benzi reprezentative in spectrul IR inregistrat cu
spectrometrul FT-IR PerkinElmer Spectrum 100 (disc KBr, cm™): 3484s, 3404s, asc, 3081s,
1636p, asc, 1607p, 1517fp, asc, 1299p, asc, 1016m, asc, 757p, asc, 691m, asc (unde s
semnificd slab, m — mediu, p — puternic, fp — foarte puternic si asc — ascutit).

Complexul de cupru s-a obtinut conform unui procedeu modificat.

La suspensia de H:DFT; (1,70 g, 5 mmoli) in metanol (100 mL) se¢ adaugi la
temperatura camerei CuCly-2H,O (1,70 g, 10 mmoli). Amestecul se agitd magnetic timp de
cca 15 min pand dispare ligandul initial de culoare galbend, apoi se incilzeste la temperatura
de 50...60°C timp de 0,5 ore. Dupa ricire, peste 4...6 ore produsul cristalin verde se filtreaza,
se spali cu metanol, apoi cu eter si se usuca la aer. Se obtin 2,86 g (97%) de produs cristalin
(microace) de culoare verde.

Produsul este solubil in apd, DMSO sau DMF cu formarea unor solutii limpezi de
culoare verde-intens. Solutiile apoase peste 24 de ore Incep si capete o nuanti nucirie fird a
se forma un careva precipitat in decurs de 6 luni.

Spectrul IR (disc KBr, cm™): 3503s, 3419s, asc., 3300s, 2797m, 15551p, asc, 1315p,
asc, 1144p, asc, 904m, asc, 713m.

Exemplul 2: Evaluarea activititii antibacteriene a compusilor

Pentru evaluarea activitiitii antibacteriene a fost utilizatd metoda dilutiilor succesive
duble, care constd in aceea cd la etapa initiald se iau siruri de 10 eprubete in care se introduc
cate 1 ml de bulion peptonat. Ulterior se picurd 1 mL de preparat in prima eprubeta (din sirul
de 10 eprubete), dupa care 1 mL din aceasta se transferd in eprubeta urméitoare, astfel ci
procedura se repetd pand la eprubeta nr.10 a sirului. In asa mod, concentratia preparatului
initial se micsoreazi de 2 ori in fiecare eprubetd urmitoare. In acelasi timp, se prepari
culturi de 24 de ore de bacterii-test. Se prepard initial suspensii de culturi bacteriene cu
densititile optice de 2,0 in conformitate cu indicele McFarland. Ulterior, se transferd 1 mL
de suspensie bacteriand obtinuta intr-o eprubetd ce contine 9 mL de apa distilatad sterild. Se
amestecd continutul obtinut, dupd care se transferd 1 mL in eprubeta cu nr.2 din sirul de 5
eprubete ce contin cate 9 mL de apa distilata sterild. Din eprubeta cu nr.5 a sirului se ia cite
0,1 mL de suspensic bacteriand, ceea ce reprezintd doza de insdmantare, si se adaugd in
fiecare eprubetd care contine preparatele titrate. Ulterior, eprubetele cu preparatele titrate in
care s-au introdus dozele de insdmantare ale bacteriilor se plaseazd in termostat la
temperatura de 35°C timp de 24 de ore. A 2-a zi se analizeazi preliminar rezultatele obtinute.
Ultima eprubet din sir In care nu s¢ atestd o crestere vizibild a bacteriilor se considerd a fi
concentratia minim3 inhibitorie (CMI) a preparatului. Pentru aprecierea concentratiei minime
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bactericide (CMB), continutul eprubetelor cu CMI si a eprubetelor cu concentratii mai inalte
ale preparatelor se insimanteaza pe agarul peptonat solid din cutiile Petri cu ajutorul ansei
bacteriologice. Cutiile iInsimantate se plaseaza in termostat la temperatura de 35°C pentru 24
de ore. Concentratia preparatelor care nu permit cresterea nici a unei colonii bacteriene se
considerd a fi concentratia minima bactericida a compusului.

Pentru evaluare s-au pregitit solutii proaspete de C1 in apd distilatd de 0,5% (8400
uM ). In calitate de compusi de referinti s-au selectat compusii initiali (precursori) din care s-
a sintetizat C1: clorura de cupru dihidrat si ligandul binucleabil H:DFT;. Ligandul, fiind
insolubil in apid, a fost dizolvat initial in dimetilsulfoxid (DMSO), concentratia fiind de
0,40% (0,012 M), care s-a supus ulterior dilutiilor succesive duble cu apd distilata.

Este bine cunoscut cid solventii organici utilizati la pregitirea solutiilor initiale de
compusi pentru testare, de exemplu, ctanolul sau DMSO, insusi posedd o activitate
antimicrobiand. Pentru a evalua corect activitatea bactericida a ligandului dizolvat initial in
DMSO si apoi diluat cu api s-a determinat concentratia minimé bactericidd a DMSO pur in
apa distilati.

Valorile concentratilor molare (uUM) minime bactericide in apa distilatd pentru
dimerul de cupru testat (C1) si compusii de referintd sunt prezentate in tabelul de mai jos:

Tabel
Tulpina CuCly-2H,O H;DFT, Cl
E. carotovora 4100 n/a 130
E. amylovora 2100 n/a 130
X. campestris 4100 n/a 130
P. fluorescens 4100 n/a 520
B. subtilis 4100 n/a 520

n/a — la nivelul solventului DMSO (formal >1500 uM)

Activitatea bactericida a ligandului H:DFT; din care se obtine complexul este foarte
joasd, de fapt ea practic lipseste deoarece efectul bactericid se observa la aceeasi dilutie (a
treia) ca si pentru DMSO, adici efectul bactericid al DMSO se manifestd 1a concentratii mai
mari de 12,5%. De aici rezultd cd in cazuri speciale C1 poate fi utilizat si sub forma de
solutie initiald in DMSO pentru dilutia ulterioard cu apd, deoarece in solutiile apoase finale
aportul bactericid al DMSO va fi neglijabil.

In concluzie, compusul dimer de cupru cu formula [Cux(H.DFT1)-p-Cl]Cl- HoO
(C1) poate fi aplicat in agriculturd sub formd de solutii apoase cu o concentratic nu mai mica
de 130 uM (0,007%) la combaterea bolilor cauzate de bacteriile fitopatogene.
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(57) Revendicari;

1. Aplicare a  compusului  2,6-bis(S-metilizotiosemicarbazidometiliden)-4-
metilfenolato-tricloro-dicupru-hidrat in calitate de remediu contra bacteriilor
fitopatogene.

2. Aplicare, conform revendicdrii 1, in care compusul se utilizeazi sub formi de
solutie apoasi cu concentratic nu mai joasa de 0,007% mas.
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