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Inventia se refera la compusi organici din clasa hidrazonelor, derivat al acidului 4-formil-3-hidroxi-2-naftoic.
Hidrazonele, produsi ai condensarii compusilor carbonilici cu hidrazina sau derivatii ei, sunt studiate pe larg ca
agenti de chelatare a metalelor tranzitionale, fiind mentionati in literatura de specialitate cu un spectru larg de
activitati biologice, cum sunt: antivirale, antifungice, anticancer si antibacteriene. Gama larga de proprietati
biologice este determinata de diversitatea liganzilor, posibila de obtinut in functie de aldehida sau cetona parentala,
precum si de substituentii prezenti in fragmentul hidrazinic, de setul de atomi donori (Lakshmi Narayana Suvarapu
et al. Review on Analytical and Biological applications of Hydrazones and their Metal Complexes. E-Journal of
Chemistry, 2012, vol. 9, nr. 3, p. 1288-1304; D. Nagakavitha si K Hussain Reddy. Synthesis, Spectral
Characterization and DNA Binding Properties of Copper(ll) Complexes of Functionalized Hydrazones. Research
Journal of Pharmaceutical, Biological and Chemical Sciences, 2014, vol. 5, nr. 3, p. 1806-1815; Angel A. Recio
Despaigne et al. ROS-Mediated Cytotoxic Effect of Copper(l1) Hydrazone Complexes against Human Glioma Cells.
Molecules, 2014, vol. 19, p. 17202-17220). Anterior a fost initiatd sintetiza a 2 compusi organici din clasa
hidrazonelor, si anume tio- si feniltiosemicarbazonele acidului 4-formil-3-hidroxi-2-naftoic, care au manifestat
activitate antimicrobiana contra tulpinilor de bacterii grampozitive si gramnegative, cum sunt E. coli (-) si St. Aureus
(+) [1].

Utilizarea din ce in ce mai frecventd a antibioticelor are ca efect aparitia unui numar tot mai mare de tulpini
bacteriene rezistente la un numar tot mai mare de antibiotice. In asemenea conditii de crestere a agresivitatii bolilor
bacteriene, adaptarii patogenilor la preparatele existente, emergenta speciilor rezistente noi (Richard J. Fairl si
Yitzhak Tor. Antibiotics and Bacterial Resistance in the 21st Century. Perspectives in Medicinal Chemistry, 2014,
vol. 6, p. 25-64; Helen W. Boucher et al. Bad Bugs, No Drugs: No ESKAPE! An Update from the Infectious
Diseases Society of America. The Infectious Diseases Society of America Report, 2009, vol. 48, nr. 1, p. 1-12),
exista necesitatea credrii si reinoirii preparatelor chimice ce ar combate cresterea si dezvoltarea microorganismelor
patogene. Tinand cont de faptul, cunoscut din literatura, ca marirea numarului de atomi de sulf in compozitia
moleculelor organice si/sau in compusii respectivi cu ionii metalici conduce la mérirea activitatii antimicrobiene, s-a
sintetizat si caracterizat un compus ditiohidrazonic nou HsL-C2HsOH (1), derivat al acidului 4-formil-3-hidroxi-2-
naftoic si esterului metilic al acidului ditiocarbonic NHNH-C(S)-SCHs.

Problema pe care o rezolva inventia revendicata consta in extinderea gamei de substante prin sinteza unui ligand
ditiohidrazonic polifunctional nou S-metil-B-N-(2-hidroxi-3-carboxi-naftiliden)ditiocarbazat (IUPAC: acid 3-
hidroxi-4-((2-((metiltio)carbonotioil)-hidraziniliden)metil)-2-naftoic) care manifesta activitate antimicrobiana la
concentratii mai mici comparativ cu preparatele cunoscute.

Esenta inventiei consta in sinteza unui compus hidrazonic HsL-C,HsOH (1), derivat nou al acidului 4-formil-3-
hidroxi-2-naftoic cu marirea numarului de atomi de sulf in molecula pana la 2:
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care manifesta proprietati de combatere a unor tulpini de bacterii, cum sunt: a) E. coli (-), b) KI. Pneumoniae(-), c) S.
aureus(+), d) C. albicans (+).

Compusul 1 reprezintd o hidrazona a acidului initial cu formula bruta C16H12N204S, (Mr = 360,40 g/mol, tip= 234
°C).

Rezultatul inventiei consta in aceea cd, variind conditiile de sinteza, a fost separat un compus hidrazonic biologic
activ, derivat nou al acidului 4-formil-3-hidroxi-2-naftoic, cu proprietati antibacteriene. Testarile in vitro au
demonstrat ca compusul 1 manifesta activitate antibacteriana atat contra tulpinilor de microorganisme grampozitive
(S. aureus, C. albicans) cét si celor gramnegative (E. coli, KI. Pneumoniae) la concentratii de aproximativ 4...8 ori
mai mici decat analogul acestuia conform celei mai apropiate solutii.

Au fost determinate concentratiile minime de inhibitie (CMI) si minima bactericida (CMB). Inventia este explicata
prin figura 1, care reprezintd structura ligandului organic HsL-EtOH (1), confirmat experimental prin difractie de
raze X pe monocristal (Figura 1. Structura ligandului organic HsL-EtOH (1) si notatia atomilor (a); formarea
dimerului centrosimetric prin intermediul sintonului R2%(8) (b)).

Compusul revendicat 1 se obtine prin reactia de condensare Schiff a esterului metilic al acidului ditiocarbonic cu
acidul 4-formil-3-hidroxi-2-naftoic. Compusul este caracterizat prin analizd elementala (C, H, N, S), spectroscopie
in IR, prin metoda difractiei de raze X pe monocristal. O analiza a Bazei de Date Structurale Cambridge (BDSC)
(Allen. F.H. Acta Crystallogr. 2002, vol. B58, p. 38) a evidentiat putine structuri cu liganzi necoordinati ce contin
fragmentul =NNH-C(S)-SCHj si lipsa totald a unui asemenea derivat in baza acidului 4-formil-3-hidroxi-2-naftoic.
O comparatie a ligandului sintetizat HsL cu cele similare din BDSC a stabilit ¢a conformatia fragmentului central al
ligandului nou sintetizat este asemanatoare cu cea din (Yangiu Liu et al. Synthesis, crystal structures and third-order
nonlinear optical properties in the near-IR range of two novel Ni(ll) complexes. Optical Materials, 2014, vol. 36, nr.
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3, 2014, p. 687-696; Hamid Khaldei et al. Benzyl N’-(4,6-dimeth-oxy-2-methyl-3-phenyl-1H-indol-7-ylmethyl-ene)
hydrazinecarbodi-thio-ate. Acta Crystallographica Section E, 2008, vol. E64, nr. 12, p. 02442; Fiona N.-F. How et
al. 2-Quinolylmethyl N'-[1-(m-tolyl)ethylidene]hydrazinecarbodithioate. Acta Crystallographica Section E, 2007,
vol. E63, nr. 6, p. 02912) avand aceeasi transpozitionare a atomilor terminali de azot si sulf nealchilat in raport cu
legdtura centrala N-C (Fig. 1). O analizdA comparativi a distantelor interatomice din fragmentul
ditiocarbometoxihidrazonic al ligandului [HsL] (S(1)-C(13), S(2)-C(13), N(2)-C(13), N(2)-N(1) si N(1)-C(2),
egale respectiv cu 1,748(5), 1,668(5), 1,336(6), 1,368(6), 1,290(6) A), cu cele din (Yangiu Liu et al. Synthesis,
crystal structures and third-order nonlinear optical properties in the near-IR range of two novel Ni(ll) complexes.
Optical Materials, 2014, vol. 36, nr. 3, p. 687-696; Hamid Khaldei et al. Benzyl N’-(4,6-dimeth-oxy-2-methyl-3-
phenyl-1H-indol-7-ylmethyl-ene) hydrazinecarbodi-thio-ate. Acta Crystallographica Section E, 2008, vol. E64, nr.
12, p. 02442; Fiona N.-F. How et al. 2-Quinolylmethyl N'-[1-(m-tolyl)ethylidenelhydrazinecarbodithioate. Acta
Crystallographica Section E, 2007, vol. E63, nr. 6, p. 02912) indica o delocalizare a densitatii electronice.
Planaritatea moleculei HsL in cristal este stabilizatd de legatura de hidrogen intramoleculara, in care ca donor de
proton actioneaza gruparea hidroxilica, iar ca acceptor un atom de oxigen din gruparea carboxilica (Fig. 1a, Tab. 3).
In reteaua cristalind a ligandului necoordinat, unitatile HsL-EtOH (1) sunt legate intre ele, formand dimeri
centrosimetrici prin intermediul sintonilor R,2(8) formati prin legaturile de hidrogen N(2)—H---S(2) (Tab. 3, Fig. 1h),
iar moleculele de etanol de cristalizare sunt antrenate la formarea legaturilor de hidrogen atat ca donori de proton in
O(1E)—H---O(2), cét si ca acceptori in O(3)—H---O(1E).

Ligandul organic sintetizat (1) reprezinta 0 substantd marunt cristalind de culoare galbena, bine solubild in
majoritatea solventilor organici: alcooli etilic, metilic, acetona, acetonitril, tetrahidrofuran, DMF, DMSO, PEG 400,
si insolubil in benzen, toluen si apd. Temperatura de topire a compusului 1 este de 234°C. In spectrul IR al
ligandului sintetizat se gisesc benzi de absorbtie in domeniul 3240, 2998 si 1057 cm, care sunt caracteristice
vibratiilor de valentd v(OH), v(N-H) si v(C=S). Banda puternici din domeniul 1713 cm™ caracteristica vibratiilor de
valentd ale gruparii (C=0) din gruparea carboxilicd nedeprotonata —COOH este prezentd in ligand, ceea ce confirma
realizarea reactiei de condensare.

Tab. 1. Datele cristalografice si parametrii de structura pentru compusul 1.

Compusul 1
Formula C16H12N204S,
Mr, g/mol 360,40
Singonia Monoclinica
Grupul spatial C2/c
z 8
a(A) 25,825(5)
b (A) 5,2443(10)
c(A) 26,470(6)
B, (grad) 97,40(2)
V (A%) 3555,1(12)
Deaic (g/cm3) 1,347
p(mm?) 0,321
F(000) 1488
Nr. reflexii colectate /unice 5423/3126
Reflexe [I>2o(1)] 1575
Parametrii fitati 207
GOOF 1,007
Ri, WRy [I > 2X()] 0,0830, 0,2084
R1, WR; (pentru toate datele) 0,1548, 0,2506
Tab. 2. Parametrii legaturilor de hidrogen intra- si intermoleculare din 1.
D-H---A Distanta, A Unghiul Coordinatele
D-H | H-A | D--A DHA acceptorului A
1
01-H--02 0,82 1,87 2,603(3) 148 XY, Z
0O3-H--O1E 1,06 1,78 2,825(3) 170 XY, Z
N2-H-..S2 0,86 2,69 3,526(4) 164 X, —y+1, -z
O1E-H---02 0,85 1,81 2,659(4) 176 —X, Yy, —z+1/2

Analiza elementala la C, H, N, S pentru substanta 1 a fost efectuata de grupul de Analiza al Institutului de Chimie al
Academiei de Stiinte a Republicii Moldova (Kimumosa B.A. OCHOBHBIE MHKPOMETObI aHATH3a OPraHHMIECKHX
coenunenuit, 1975, U3n-8o “Xumus”, 217 p.).
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Temperatura de topire a ligandului a fost determinati utilizand aparatul Melting Point Meter A.KRUSS OPTRONIC
(Germany). Spectrele in IR (ATR) pentru combinatiile studiate au fost inregistrate la aparatul SPECTRUM 100FT —
IR SPECTROMETER (Perkin Elmer) in domeniul 4000...600 cm™. Spectrele in IR au fost atribuite in baza datelor
din literatura (Haxomorto K. WHbpakpacHbie crmekTpbl U crekTpbl KP HEOpraHHYeCKHX W KOODPIMHALHOHHBIX
coenunaeHuit. Mockea, Mup, 1991, 504 p.; Margareta Avram, G.D. Mateescu. Spectroscopia in IR cu aplicatii in
chimia organica. Editura Tehnicd Bucuresti, 1966).

Toate masuratorile pentru substanta 1 s-au efectuat la difractometrul modern automatizat Xcalibur E, inzestrat cu
detector spatial-sensibil CCD, utilizdnd iradierea MoKa, A=0,71073A (monocromatorul fiind din grafit) la
temperatura camerei. Datele cristalografice si parametrii ajustarii structurii sunt incluse in tab. 1. Structura cristalina
a compusului s-a determinat prin metode directe si a fost precizata prin metoda celor mai mici patrate in cadrul
complexului de programe SHELXS-97 (Sheldrick G.M. Acta Crystallographica A, 2008, vol. 64, Nr. 1, p. 112),
precizarea pentru atomii nehidrogenici fiind efectuatd in aproximatia anizotropicd, iar a atomilor de hidrogen — in
aproximatia izotropica. Valorile distantelor interatomice si ale unghiurilor de valenta din poliedrele de coordinare
ale atomului de metal sunt prezentate in Tab. 2, iar parametrii legaturilor de hidrogen din compusii studiati — in
Tab.3.

Exemple de realizare

Sinteza ligandului HsL-C2HsOH (1)

La solutia de acid 4-formil-3-hidroxi-2-naftoic (0,216 g, 0,001 mol) dizolvat in 30 mL de alcool etilic se adauga
0,206 g (0,001 mol) de NH;NH-C(S)-SCH3(G. Bihr si Gerhard Schleitzer Zeitschrift. Uber emprotide
Schwermetall-Innerkomplexe der a-Diketondi-thiosemicarbazone (Thiazone). IV. Untersuchungen zur Konstitution.
Komplexe von Thiazon-Analogen. Zeitschrift fiir anorganische und allgemeine Chemie, 1955, vol. 280, nr. 4, p.
161-240) dizolvat in 15 mL alcool etilic. Dupa amestecarea solutiilor are loc formarea unui precipitat floconos de
culoare galben-oranj. Dupa agitare timp de 0,5 ore produsul condensat a fost filtrat si spalat cu portii mici de alcool
etilic si uscat la aer. Randamentul constituie 54%. IR, cm*: 3674, 3240, 2988, 2913, 1713, 1625, 1605, 1578, 1524,
1454, 1389, 1371, 1308, 1295, 1239, 1205, 1176, 1124, 1103, 1057, 1000, 954, 936, 858, 785,757, 740, 701, 672.
tiop. = 234°C. Pentru formula {C14H12N20sS; -CoHsOH} (1) gasit, in %: C 55,03, H 5,15, N 7,89, S 17,28; calculat, in
%: C 55,17, 5,17, N 8,04, S 17,75%.

Activitatea biologica

Determinarea activitatii antimicrobiene a substantei revendicate 1 se efectueaza in bulion peptonat de 2%. In calitate
de culturi de referinta in experimentul in vitro sunt folosite 4 tulpini standard, reprezentanti al tipurilor grampozitive
si gramnegative: Staphilococcus aureus ATCC 25922 (G+), Candida albicans I’ZCK 885 (G+), Escherichia coli
ATCC 25923 (G-) si Klebsiella  pneumoniae (G-). Cultivarea microorganismelor, obtinerea suspensiei,
determinarea CMI si CMB se realizeaza dupa metoda dilutiilor succesive (Krivosein 1.S. Compendiu pentru lucrari
practice la microbiologia medicala si diagnostic de laborator al bolilor infectioase. Chisinau, Lumina, 1990, 318 p.).

Bulionul Hottinger se toarna in 10 eprubete puse in rdnd. Se pregateste solutia de 2% a preparatului si in prima
eprubeta se adauga 1 mL de preparat, din care se transfera in urmatoarea s.a.m.d. pana la a 9-a eprubetd, din care se
inlatura 2 mL. Combinatiile sintetizate au fost testate in formd de solutii in dimexid. In calitate de control serveste
eprubeta a 10-a care nu contine solutie de antibiotic. Cultura de microorganisme timp de 24 ore se standardizeaza
dupa standardul de turbiditate. in toate eprubetele randului, incepand cu cea de control, se introduc cate 0,2 mL de
suspensie de microorganisme obtinuta. Rezultatele experientei se determind dupa incubare in termostat timp de 24
ore la 37°C. Concentratia minima inhibitoare (CMI) a preparatului se determina dupa ultima eprubetd cu bulion
transparent in comparatie cu cresterea intensa a microorganismelor in eprubeta de control. CMB se determina prin
metoda dilutiilor succesive pe medii solide (cutia Petri). Paralel cu proba de compus se testeaza furacilina.
Rezultatele experimentale obtinute la studierea proprietatilor antibacteriene ale compusilor sunt prezentate in Tab.3.
Tab.3. Concentratia minima de inhibare (CMI, pg/mL) si concentratia minima bactericida (CMB, pg/mL) a
compusului revendicat 1 fata de tulpini de microorganisme grampozitive si gramnegative.

Tulpini de referinta

Formula substantei Staphilococ-cus Candida albicans Escherichia. Klebsiella
aureus (G+) (G+) coli, (G-) pneumoniae, (G-)
CwmI CMB CwMmI CMB | CMI | CMB CMmI CMB
HsL-C2HsOH (1) 30 30 30 30 60 120 60 120
C13H11N3SO3-CH30H [1] 120 250 - - 250 500 - -
Furacilina 700 1500 700 1500 700 1500 1500 3000
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Din datele prezentate, urmeaza ca compusul revendicat 1 manifestd activitate bacteriostaticad si bactericidd atat
contra microorganismelor grampozitive, cat si celor gramnegative. Din Tab. 3 este evident ca substanta 1 manifesta
0 activitate mai pronuntata fata de tulpinile grampozitive (Staphilococcus aureus, Candida albicans).

Astfel, derivatul hidrazinic nou al acidului 4-formil-3-hidroxi-2-naftoic poseda o activitate antimicrobiana de 4...8
ori mai pronuntatd contra microorganismelor grampozitive in comparatie cu cea mai apropiata solutie si de 23...50
ori in comparatie cu furacilina. Pentru cazul microorganismelor gramnegative, activitatea compusului 1 este de 4 si
11...25 ori mai pronuntata in comparatie cu cea mai apropiata solutie si, respectiv, furacilina.

Solutiile acestor substante au perspectiva de a fi folosite in diferite domenii ale medicinei, veterinarie si agricultura,
unde este necesara prelucrarea antisepticd a materialelor.



