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(54) Дигидрат тетраимидазол нитрат цинка [Zn(NO3)2(C3H4N2)4(H2O)2], обладающий антибактериальной активностью

(57) Изобретение относится к синтетическим биологически активным соединениям гетероциклического ряда, обладающим бактерицидными свойствами.

Задачей изобретения является создание эффективных лекарственных препаратов, обладающих широким спектром антибактериального действия на патогенную микрофлору человека и животных.

Задача решается получением дигидрата тетраимидазол нитрата цинка
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обладающего антибактериальной активностью.

Дигидрат тетраимидазол нитрат цинка [Zn(NO3)2 (C3H4N2)4 (H2O)2] обладает бактерицидным свойством по отношению к штаммам: Salmonella Tyhimurium (салмонелла), E.coli (кишечная палочка), St.aureus (золотистый стафилококк) и Ps.aeruginosa (синегнойная палочка).  1 н. п. ф., 3 фиг.

Изобретение относится к синтетическим биологически активным соединениям гетероциклического ряда, обладающим бактерицидными свойствами.

Аналогом изобретения по назначению является имидазолмалат меди (II) общей формулы Cu(C3H4N2)C4H4O5 . 2Н2O, проявляющий антибактериальную активность в широком диапазоне концентраций (патент RU 2574400, кл. C07F 1/08, A61K 31/30, A61K 31/4164, A61P 31/04, 2016).

Аналогом по строению является комплексное соединение дихлоробис(тетраимидазол) меди (II), обладающий антигельминтной активностью (патент под ответственность заявителя КG 1954 C1, кл. C01G 3/5, C01G 3/00, 2017).

Недостатками указанных антибактериальных препаратов являются низкая эффективность применения по назначению, быстрое развитие устойчивости к ним и высокие лечебные дозы.

Задачей изобретения является создание эффективных лекарственных препаратов, обладающих широким спектром антибактериального действия на патогенную микрофлору человека и животных.

Задача решается получением дигидрата тетраимидазол нитрата цинка, обладающего антибактериальной активностью.

Комплексное соединение дигидрат тетраимидазол нитрат цинка [Zn(NO3)2(C3H4N2)4(H2O)2] обладает высокой антибактериальной активностью при низких концентрациях и термостойкостью.

Способ получения соединения показан на примере. 

Пример. В химический стакан емкостью 100 мл, снабженный магнитной мешалкой, при нормальных условиях помещают 1,83 г безводного нитрата цинка и растворяют в 50 мл дистиллированной воды, затем при интенсивном перемешивании добавляют 2,72 г имидазола. Реакционную смесь нагревают до 60ºC и тщательно перемешивают магнитной мешалкой до полной гомогенности, получают прозрачный бесцветный раствор. Раствор охлаждают и оставляют для кристаллизации. Выпавшие кристаллы высушивают на воздухе до постоянной массы. Выход комплекса составляет 79 % от теоретически возможного.

Дигидрат тетраимидазол нитрат цинка представляет собой кристаллическое вещество белого цвета, без запаха, устойчивое на воздухе, хорошо растворимое в воде и спирте, плохо – в неполярных органических растворителях. Молекулярный вес 497,7. 
Элементный состав:

Найдено, в %: С – 28,6; Н – 3,9; 
                         N – 27,8; Zn – 12,7. 

Вычислено, в %: С – 29; Н – 4; 
    N – 28; Zn – 13.

Соединение соответствует формуле [Zn(NO3)2(C3H4N2)4(H2O)2]. Строение координационного узла представляется следующим:
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Диаграмма растворимости системы Zn(NO3)2 – C3H4N2 – H2O при 25° приведена на фиг. 1. Диаграмма характеризуется четырьмя ветвями кристаллизации. Две крайние ветви относятся к кристаллизации исходных веществ – имидазола и шестиводного нитрата цинка. Средние ветви кристаллизации соответствуют гидратным соединениям состава [Zn(NO3)2(C3H4N2)4(H2O)2] и [Zn(NO3)2(C3H4N2)2(H2O)2]. Соединения кристаллизуются в концентрационных пределах 56,4 – 27,1 масс. % имидазола и 7,8 – 29,2 масс. % нитрата цинка; 27,6 – 15,02 масс. % имидазола и 29,4 – 40,5 масс. % нитрата цинка, соответственно. 

Соединения в воде растворяются конгруэнтно. Данные по растворимости в системе Zn(NO3)2 – C3H4N2 – H2O при 25ºC приведены в таблице 1.

Термограмма соединения [Zn(NO3)2(C3H4N2)4(H2O)2] представлена на фиг. 2. В результате градиентного нагревания соединение претерпевает три главных этапа термического преобразования. Об этом свидетельствует наличие на кривых термограммы явно выраженных эффектов, вызванных разложением системы в трех диапазонах температур. Первый эффект эндотермического характера (80-120ºC) вызван плавлением и дегидратацией комплекса, убыль массы составляет m1=3,25 %. Следующая ступень термодеструкции комплекса протекает в пределах 110-220ºC и вызвана разложением молекулы имидазола и частичной деструкцией нитрата цинка. Часть образовавшихся свободных молекул водорода и азота улетучивается, не успев окислиться. Об этом свидетельствует наличие на ДТА-кривой в области 125ºC эндотермического пика, который был срезан интенсивным экзотермическим проявлением (175°C), вызванным образованием оксонитритов, образующихся в результате взаимодействия водорода, азота и кислорода. Потеря веса на данном этапе разложения составила 40,5 % от общего веса. Следующая стадия термоэффекта соответствует дальнейшему распаду продуктов разложения, проходит процесс сублимации и окисление соли, потеря в весе составляет 34,0 %. Дальнейшее нагревание образца не приводит к развитию каких-либо химических реакций, и только при температуре около 940ºC отмечается слабое экзотермическое проявление, обусловленное дальнейшим разложением неорганической соли. Конечным продуктом термолиза является оксид цинка.

Состав и строение комплекса также подтверждены методом ИК-спектроскопии. ИК-спектр соединения [Zn(NO3)2(C3H4N2)4(H2O)2] приведен на фиг. 3. Признаком координации имидазола во внутренней сфере является смещение интенсивных полос деформационных и внеплоскостных колебаний имидазольного кольца при 660,4 и 1064,2 см-1 в высокочастотную область. Смещение полосы поглощения валентных колебаний гетероцикла (связь C=N; 1515 см-1) в ИК-спектре соединения к 1534 см-1, указывает на участие в связи с ионом металла пиридинового атома азота (N3). В ИК-спектре форма, интенсивность и положение характерных полос поглощения валентных υ(NО3-) = 1382 см-1 и деформационных δ(NО3-) = 752 см-1 колебаний нитрат-ионов свидетельствуют о существовании в комплексе ионной формы нитратной группы, следовательно, она находится во внешней сфере. Молекулы воды находятся в виде кристаллизационной воды, на что указывает присутствие в спектре полос поглощений υ(С)Н) – 3300 см-1, δ(НОН) – 1700, 1627, 1630 см-1 и ρ(НОН) – 540,510 см-1. В связи с тем, что они связаны посредством водородной связи, они отщепляются при более низких температурах, на что указывают результаты ДТА.

На основании физико-химических исследований можно предположить, что комплекс имеет искажено тетраэдрическую форму, в реализации которой, очевидно, участвует монодентантно координированный атом азота пиридинового типа (N3) от четырех молекул имидазола, при этом нитрат-ионы и молекулы воды находятся во внешней координационной сфере.

Испытания комплексного соединения [Zn(NO3)2(C3H4N2)4(H2O)2] на антибактериальную активность проводились в лаборатории микробиологии Института биотехнологии HAH КР. 

В качестве тест-культур были использованы микроорганизмы Е. coli (кишечная палочка), Ps. aeruginosa (синегнойная палочка), St. aureus (золотистый стафилококк), Salmonella Typhimurium (салмонелла) и St. pneumonae (пневмококк).

Предварительно химическое соединение развели в дистиллированной воде в соотношении 1:10 и провели стерилизацию в автоклаве при температуре 99,2ºC в течение 20 минут. Пять культур: S.aureus, E.coli, Ps.aeruginosa, S.tyhimurium, St. pneumoniae предварительно за 24 часа культивировали на скошенном мясопептонном агаре. Взвеси бактерий готовили из суточной культуры, выращенной при 37ºC на мясопептонном агаре в пробирках, затем клеточную массу снимали с поверхности агара, постепенно добавляя физиологический раствор и визуально сравнивая со стандартным образцом с мутностью БАК-10.

Перед постановкой чашки Петри с питательными средами промаркировали с указанием номера образца, даты посева, наименования микроорганизма. Стерильный тампон опустили в подготовленный инокулюм с соответствующими культурами, затем произвели посев частыми штрихами по поверхности мясо-пептонного агара. Чашки с посеянными бактериями подсушили закрытом виде в течение 10 минут.

На подсушенную поверхность агара нанесли стерильной пипеткой по одной капле подготовленных растворов, слегка наклонили, чтобы капля растеклась, чашки закрыли и оставили на 30 минут при комнатной температуре. Затем чашки с культурами перевернули и поставили в термостат для культивирования при температуре 37ºC на 24 часа или до появления роста колоний, после чего учитывали рост культур.

В результате исследования установлено, что соединение [Zn(NO3)2(C3H4N2)4(H2O)2] обладает бактерицидным свойством по отношению к четырем штаммам: E. coli (кишечная палочка), Ps. aeruginosa (синегнойная палочка), St. aureus (золотистый стафилококк) и Salmonella Tyhimurium (салмонелла) (таблица 2).

Таблица 1

	Жидкая фаза, в масс. %
	Твердая фаза, в масс. %
	Кристаллизующаяся фаза

	Zn(NО3)2
	C3H4N2
	Zn(NО3)2
	C3H4N2
	

	-
	68.48
	-
	100
	C3H4N2

	2,3
	63,4
	1,4
	84,7
	C3H4N2

	5,4
	58,7
	4,2
	75,4
	C3H4N2

	7,7
	56,6
	15,4
	78,3
	C3H4N2+ [Zn(NO3)2 (C3H4N2)4 (H2O)2]

	7,5
	55,8
	25,2
	72,5
	C3H4N2+ [Zn(NO3)2 (C3H4N2)4 (H2O)2]

	7,8
	56,4
	38,4
	57,5
	[Zn(NO3)2 (C3H4N2)4 (H2O)2]

	10,1
	42,5
	37,2
	56,7
	[Zn(NO3)2 (C3H4N2)4 (H2O)2]

	14,5
	37,6
	30,4
	50,1
	[Zn(NO3)2 (C3H4N2)4 (H2O)2]

	17,5
	32,3
	33,5
	50,9
	[Zn(NO3)2 (C3H4N2)4 (H2O)2]

	29,2
	27,1
	35,6
	45,2
	[Zn(NO3)2 (C3H4N2)4 (H2O)2]

	29,4
	27,6
	52,6
	37,5
	[Zn(NО3)2 (C3H4N2)2 (H2О)2]

	32,3
	15,04
	52,5
	36,5
	[Zn(NО3)2 (C3H4N2)2 (H2О)2]

	40,5
	15,02
	52,8
	25,8
	[Zn(NО3)2 (C3H4N2)2 (H2О)2]

	40,8
	15,7
	55,2
	24,42
	[Zn(NО3)2 (C3H4N2)2 (H2О)2] + Zn(NО3)2. 6H2О

	40,9
	12,2
	59,3
	16,4
	[Zn(NО3)2 (C3H4N2)2 (H2О)2] + Zn(NО3)2. 6H2О

	46,21
	9,8
	60,1
	10,5
	[Zn(NО3)2 (C3H4N2)2 (H2О)2] + Zn(NО3)2. 6H2О

	57,22
	2,46
	60,40
	0,98
	Zn(NО3)2. 6H2О


Таблица 2

	№
	Тип микроба
	БАК-10

	
	
	Клеток /мл, ориентировочно

	1.
	E.coli (кишечная палочка)
	1,1*109

	2.
	Ps. aeruginosa (синегнойная палочка)
	1,2*109

	3.
	St.aureus (золотистый стафилококк)
	1,1*109

	4.
	Salmonella Typhimurium (салмонелла)
	0,93*109


Формула изобретения
Дигидрат тетраимидазол нитрат цинка [Zn(NO3)2(C3H4N2)4(H2O)2]
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обладающий антибактериальной активностью.

Дигидрат тетраимидазол нитрат цинка [Zn(NO3)2(C3H4N2)4(H2O)2], 

обладающий антибактериальной активностью
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Фиг. 1

Дигидрат тетраимидазол нитрат цинка [Zn(NO3)2(C3H4N2)4(H2O)2], 

обладающий антибактериальной активностью

[image: image5.jpg]10 1

20 1

30 ;

40

50

60

70
77.5

*TG - 1000°C
. +Q(COY)
R
- g: 74
800
~ DTG "%
600
é / — 0
- <] Y CO> ZAml000°c77’5\/i
- DTA 400
O06p.Ne3 Ami=3.25%
T TG=100 mg Ams=34.0%
DTA-250 pv
5 DTG-500 pv

TemnepaTtypa

°C

Exo

AT

Endo




Фиг. 2
[image: image6.png]Absorbance

22

ZS043K

21

20

19

18

17

16

15

14

13

12

1

10

09

08

07

06

05

04

03

4000

3500

3000

2500

2000
Wavenumbers (crm-1)

1500

1000

500





Фиг. 3
Выпущено отделом подготовки официальных изданий
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