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При многолетнем применении различных бактерицидных и фунгицидных средств для обработки рас-
тений наблюдается приспособляемость возбудителей болезней к таким препаратам. Данную проблему не-
возможно решить без синтеза новых, ранее неизвестных соединений, и изучения их биологической актив-
ности. Поэтому поиск новых методов синтеза органических соединений, получение веществ, которые до 
сих пор не были синтезированы ни в нашей стране, ни за рубежом, доказательство их строения и изучение 
свойств, в  том числе проявления биологической активности, является актуальной задачей. Известен ряд 
гетероароматических соединений, проявляющих антибактериальную активность. К ним относятся различ-
ные производные замещенных пиразолов и аминопиразолов. Все эти соединения обладают достаточно ши-
роким спектром биологического действия. В настоящей работе приведены данные по получению ранее не 
известных 3-алкоксиметил-4-аминопиразолов с  фенильным и  2-нафтильным заместителями. Аминопира-
золы получали восстановлением соответствующих 4-нитрозопиразолов гидразингидратом на катализаторе 
палладий на угле концентрацией 0,7 % в дихлорметане. Индивидуальность полученных веществ определя-
ли методом тонкослойной хроматографии. Строение было доказано современными физико-химическими 
методами анализа. Изучено влияние полученных 4-аминопиразолов на рост бактериальных тест-культур 
Escherichia coli, Pseudomonas spp., Staphylococcus aureus MSSA, Staphylococcus aureus MRSA и грибов рода 
Trichoderma asperellum и Mucor hiemalis. Установлена бактерицидная активность 4-аминопиразолов в кон-
центрации 10 mg/ml по отношению к  тест-культуре E. coli. По отношению к  тест-культуре Pseudomonas 
spp 3-алкоксиметил-4-амино-пиразолы в концентрации 0,54–35 mg/ml обладают бактериостатическим дей-
ствием. На рост бактериальных культур S. aureus MSSA и S. aureus MRSA 4-аминопиразолы с арильными 
заместителями не оказывают влияния. В то же время 4-аминопиразолы ингибируют рост грибов рода Mucor 
hiemalis, но не оказывают влияния на рост грибов рода Trichoderma asperellum. 
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Long-term use of antibacterial and antifungal drugs for treatment plants leads to adaptation of pathogens to 
such preparates. This problem cannot be solved without the synthesis of new previously unknown compounds 
and study of their biological activity. Therefore, the search for new methods of organic compounds synthesis and 
preparation of substances which have not yet been synthesized neither in our country no abroad and the proof of 
their structure and the study of properties including biological activity is an urgent task. A series of heteroaromatic 
compounds exhibiting antibacterial activity are known. These include various derivatives of substituted pyrazoles 
and aminopyrazolones. All of these compounds have a fairly wide spectrum of biological activities. In this paper we 
present data on the synthesis of previously unknown 3-аlkoxymethyl-4-amino pyrazoles with phenyl and 2-naphthyl 
substituents. Reduction of relevant 4-nitrosopyrazoles containing aromatic substituents by hydrazine-hydrate in 
dichloromethane on the catalyst Pd \ C 0,7 % was allowed to allocate aminopyrazoles. Individuality of synthesized 
compounds is confirmed by thin layer chromatography. The structure of synthesized compounds was proved by 
modern physical methods. It was also studied the influence of obtained aminopyrazoles for bacterial culture of Esch-
erichia coli, Pseudomonas spp, Staphylococcus aureus MSSA, Staphylococcus aureus MRSA and on the growth of 
fungi of the genus Trichoderma asperellum and Mucor hiemalis. Bactericidal activity of 4-aminopyrazole towards 
test E. coli culture at a concentration 10 mg/ml was established. In relation to the test culture Pseudomonas spp 
3-alkoxymethyl-4-amino-pyrazoles demonstrate bacteriostatic activity at a concentration of 0,54–35 mg/ml. The 
growth of bacterial cultures of S. aureus MSSA and S. aureus MRSA 4-aminopyrazoles with aryl substituents has 
no effect. At the same time, 4-aminopyrazoles inhibit the growth of fungi of the genus Mucor hiemalis, but do not 
effect the growth of fungi of the genus Trichoderma asperellum. 

Keywords: plant protection, ethoxymethylpyrazole, 4-aminopyrazole, biological activity, antibacterial drugs, antifungal 
drugs, Escherichia coli, Staphylococcus aureus MSSA, Staphylococcus aureus MRSA, Pseudomonas spp., 
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В лесах Красноярского края сосредото-
чены продуктивные насаждения хвойных, 
в том числе и хозяйственноценной породы – 
сосны обыкновенной (Pinus sylvestris  L.). 
В процессе индивидуального развития 
древесные виды постоянно подвергаются 

воздействию абиотических и  биотических 
факторов окружающей среды. Одним из важ-
нейших факторов, определяющих состояние 
лесов, являются бактериальные и грибковые 
заболевания, которые могут быть причиной 
гибели лесных насаждений. Однако основ-



13

 УСПЕХИ СОВРЕМЕННОГО ЕСТЕСТВОЗНАНИЯ    № 5, 2017 

 ХИМИЧЕСКИЕ НАУКИ (02.00.00) 
ная проблема связана не столько с поражени-
ем многолетних растений, сколько с отпадом 
сеянцев, в частности хвойных пород, при их 
выращивании в лесопитомниках, что делает 
экономически неоправданным получение 
посадочного материала [5]. 

Фитопатогенные бактерии и  грибы вы-
зывают некрозы и  хлорозы хвои, бактери-
альный ожог хвои и стволиков, сосудистый 
бактериоз, почернение и  усыхание верху-
шечных почек и оснований хвои и стволи-
ков, образование опухоли у  прикорневой 
шейки, увядание и  полегание всходов при 
поражении корневой системы. 

Основным способом защиты семенного 
и  посадочного материала хвойных пород 
от болезней в лесных питомниках является 
обработка фунгицидными и бактерицидны-
ми препаратами. Одним из отрицательных 

аспектов этого способа является приспосо-
бляемость возбудителей болезней к  таким 
препаратам при многолетнем их примене-
нии; кроме этого, в результате мутаций по-
являются новые, не чувствительные к дей-
ствующим веществам, но столь же активные 
виды патогенов. В связи с этим крайне акту-
альной является задача расширения спектра 
перспективных малотоксичных фунгици-
дов и бактерицидов для борьбы с болезнями 
растений, а  также апробация действия но-
вых соединений на широко распространен-
ных в природе возбудителях болезней [4].

В представленной работе приведе-
ны данные по синтезу новых 4-амино-
3-алкоксиметилпиразолов с  фенильным 
и  2-нафтильным заместителями. Известно, 
что различные производные аминопира-
золов обладают сильным бактерицидным 
и  фунгицидным действием [6, 7]. Это по-
зволяет предполагать наличие бактерицид-
ной и  фунгицидной активности и у  новых, 
не синтезированных ранее производных 
аминопиразолов. Изучено их влияние на 
рост бактериальных тест-культур  – E. coli 
(Escherichia coli), Pseudomonas spp., S. aureus 

MSSA, S. aureus MRSA и грибов рода Tricho-
derma asperellum и Mucor hiemalis, что явля-
ется не только актуальной научной задачей, 
но и необходимым условием разработки но-
вых средств защиты растений.

Цель исследования
Изучение влияния производных 4-ами-

нопиразолов с  алкоксиметил и  арильными 
заместителями на рост бактериальных тест-
культур – E. coli, Pseudomonas spp., S. aureus 
MSSA, S. aureus MRSA и  грибов рода 
Trichoderma asperellum и Mucor hiemalis.

Материалы и методы исследования

Объектом настоящего исследования стали 4-ами-
нопиразолы, содержащие арильный и метильный или 
алкоксиметильный заместители. Соединения были 
синтезированы из нитрозопиразолов  [2] по следую-
щей схеме (рис. 1).

Аминопиразолы получали восстановлением ни-
трозопиразолов гидразингидратом на катализаторе 
палладий на угле концентрацией 0,7 % в  дихлорме-
тане. В результате выделяли белые кристаллические 
вещества, растворимые в этиловом спирте, диметил-
сульфоксиде и нерастворимые в воде.

Ход реакций и  чистоту соединений контроли-
ровали методами тонкослойной хроматографии на 
пластинах Sorbfil марки ПТСХ-АФ-В (Россия) в  си-
стеме «этилацетат-толуол» (1:3); пятна детектирова-
ли в ультрафиолетовом свете. Строение всех синтези-
рованных соединений было доказано современными 
физико-химическими методами анализа [1, 3].

Исследования антибактериальной активности на 
тест-культурах E. coli, штамм ATСС 25822, чувстви-
тельный к  антибиотикам, S. aureus MSSA (Staphylo-
coccus aureus, штамм 209 Р, чувствительный золо-
тистый стафилокок) и  Staphylococcus аureus MRSA 
(Метициллин  – резистентный стафилококк) для со-
единений 1–5 (см. рис. 1) проводились в лаборатории 
на кафедре микробиологии (Красноярский государ-
ственный медицинский университет им. профессора 
Войно-Ясенецкого) методом серийных разведений. 
Двукратное разведение соединений в  объеме 1 мл 
готовили на дистиллированной воде. В каждую про-
бирку с  растворенным 4-аминопиразолом вносили 
по 0,1 мл взвеси испытуемых тест-культур, приготов-
ленных из 18-часовых агаровых культур по стандарту 
мутности 0,5 макфарланда. Пробирки инкубировали 
при 37 °С. Высев производили через 24 часа на сектора 

Рис. 1. Схема получения производных 4-аминопиразолов
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штрихом в чашки с мясопептонным агаром. Учет ре-
зультатов производили по наличию и характеру роста 
культур на питательной среде. Концентрация 4-амино-
пиразолов составляла 10–12 мг/мл (5*10-2 моль/л).

Определение антибактериальной активности на 
тест-культуре Pseudomonas spp. для 3-метил-4-амино-5-
(2-нафтил)-1-Н-пиразола проводили в микробиологиче-
ской лаборатории кафедры химической технологии дре-
весины и биотехнологии (Сибирский государственный 
аэрокосмический университет им. академика М.Ф. Ре-
шетнева). Двукратное разведение соединений в объеме 
4 мл готовили в диметилформамиде (ДМФА) и дистил-
лированной воде. В каждую пробирку с растворенным 
4-аминопиразолом вносили по 0,1 мл взвеси испытуе-
мой тест-культуры, приготовленной из 18-часовых ага-
ровых культур по стандарту мутности 0,5 макфарланда. 
Пробирки инкубировали при 33 °С в течение 24 часов. 
Концентрация изучаемого 4-аминопиразола составляла 
35 мг/мл (16*10-2 моль/л).

Исследование антифунгальной активности со-
единений 1–5 проводили на грибах рода Trichoderma 
asperellum и  Mucor hiemalis методом лунок в  лабо-
ратории микробиологии кафедры химической тех-
нологии древесины и  биотехнологии (Сибирский 
государственный аэрокосмический университет им. 
академика М.Ф. Решетнева). В стерильные чашки 
Петри разливалась стерильная питательная среда 
«сусло-агар». После застывания на твердую агаровую 
пластинку делался посев тест-организма газоном. 
Чашки подсушивались в термостате при 37 °С в тече-
ние 15–20 минут. Далее в толще агаровой пластинки 
стерильным пробочным сверлом диаметром 10 мм 
делались лунки, вырезая агаровые блоки и удаляя из 
чашки с  помощью стерильного скальпеля. В лунки 
пипеткой вносились различные концентрации рас-
твора (7–150 мг/мл) аминопиразолов в диметилсуль-
фоксиде (ДМСО) в  количестве 0,2 мл. В качестве 
контроля использовался чистый ДМСО. Посевы 
инкубировали в  термостате при температуре 30 °С 
в  течение 7 суток с  тремя повторениями. Степень 
антибиотической активности учитывали по диаметру 
зоны подавления роста тест-культуры в мм.

Результаты исследования  
и их обсуждение

Результаты исследования влияния но-
вых производных 4-аминопиразолов на 
рост бактерий приведены в табл. 1.

Было установлено, что синтезирован-
ные соединения 1–5 обладают выраженным 
бактерицидным действием по отношению 
к тест-культуре E. coli, полностью подавляя 
её рост в пробирках с растворенным амино-
пиразолом. Высев тестируемых образцов из 
пробирок на питательную среду также под-
твердил отсутствие роста тест-культуры.

При изучении влияния 3-этоксиметил-
4-амино-5-(2-нафтил)-1-Н-пиразола (со-
единеие 3) и  3-этоксиметил-4-амино-5-
фенил-1-Н-пиразола (соединение 5) на рост 
тест-культуры Pseudomonas spp выявлено, 
что через 24 ч инкубирования рост бакте-
рий в  пробирках с  растворенным пиразо-
лом концентрацией 0,54 мг/мл и выше ви-

зуально не наблюдался. С целью выяснения 
наличия бактерицидного действия синте-
зированных пиразолов из пробирок, содер-
жащих исследуемое вещество с концентра-
циями более 0,54 мг/мл (от 0,54 до 35 мг/
мл) производили высев на сектора штрихом 
в чашки с мясопептонным агаром. Результа-
ты учитывали по наличию и характеру роста 
культур. Как показал эксперимент, при всех 
используемых концентрациях в чашках на-
блюдался рост тест-культуры. Следователь-
но, 3-этоксиметил-4-аминопиразолы с 2-на-
фтильным и  фенильным заместителями 
в  отношении тест-культуры Pseudomonas 
spp обладает только бактериостатическим 
действием.

Влияние 4-аминопиразолов с  арильны-
ми и  алкоксиметильными заместителями 
(соединения 1–5) на рост бактериальных 
культур S. aureus MSSA и  S. aureus MRSA 
обнаружено не было. 

Результаты эксперимента на антифун-
гальную активность 3-метил-4-амино-5-
(2-нафтил)-1-Н-пиразола (соединение 1) 
и  3-этоксиметил-4-амино-5-(2-нафтил)-1-
Н-пиразола (соединения 3) показали, что 
грибы рода  Trichoderma asperellum рези-
стентны к данным соединениям, поскольку 
зоны подавления роста гриба в чашках от-
сутствовали (рис. 2). 

Рис. 2. Влияние аминопиразолов 1, 3 на рост 
грибов рода Trichoderma asperellum

В свою очередь, все новые 4-аминопи-
разолы в различных концентрациях оказали 
ярко выраженное ингибирующее действие 
на рост грибов рода Mucor hiemalis (рис. 3). 
Данные по исследованию антифунгальной 
активности синтезированных аминопиразо-
лов сведены в табл. 2.
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Таблица 1

Влияние 4-аминопиразолов на рост бактерий

Соединение R R’ Концентра-
ция, мг/мл

E. coli S. aureus 
MSSA

S. aureus 
MRSА

Pseudomonas 
spp

1  2-naphtyl Me 40 + – –
20 + – –
10 + – –

2  2-naphtyl OMe 40 + – –
20 + – –
10 + – –

3  2-naphtyl OEt 40 + – – +/–
20 + – – +/–
10 + – – +/–
0.5 +/–

4 Ph OMe 40 + – –
20 + – –
10 + – –

5 Ph OEt 40 + – – +/–
20 + – – +/–
10 + – – +/–
0,5 +/–

Таблица 2
Влияние 4-аминопиразолов на рост грибов

Cоединение R R’ Концентра-
ция, мг/мл

Подавление роста 
Mucor hiemalis, %

Подавление роста 
Trichodermа asperellum, %

1 2-naphtyl Me 250 51 0
125 34 0
62 32
31 23 0

2  2-naphtyl OMe 30 85
15 66
7 60

3  2-naphtyl OEt 30 88 0
15 71 0
7 64 0

4 Ph OMe 80 65
40 50
20 42

5 Ph OEt 80 100
40 76
20 63

Выводы
В результате проведенных исследова-

ний была выявлена отчетливо выраженная 
бактерицидная активность новых произво-
дных 4-аминопиразолов с арильными и ал-
коксиметильными заместителями по отно-
шению к тест-культуре Escherichia coli.

Показано, что по отношению к  тест-
культуре Pseudomonas spp новые произво-
дные 4-аминопиразолов в  концентрации 
0,54 мг/мл и выше обладают лишь бактери-
остатическим действием, а  на рост бакте-
рий S. aureus MSSA S. aureus MRSА влияния 
не оказывают.
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Установлено, что все новые синтези-
рованные производные 4-аминопиразолов 
не оказывают ингибирующего действия 
на грибы рода  Trichoderma asperellum, но 
в то же время подавляют рост грибов рода 
Mucor hiemalis, причем наличие в молекуле 
алкоксигруппы увеличивает данное биоло-
гическое действие.
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Рис. 3. Влияние аминопиразолов 1 (слева) и 2 (справа) на рост грибов рода Mucor hiemalis


