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ABSTRAKT

Teoreticka ast pedlo ené diplomové prace se zabyva zakladnim papise
kosmetickych ppravk a jejich formami. Dale jsou v praci rozebrany m@ mikrobialni
kontaminace zpsobené grampozitivnimi, gramnegativnimi bakterierRvasinkami
aplisnmi, ze kterych vyplyva (nna konzervace chranici kosmetickéippavky
p ed jejich znehodnocenim mikroorganizmy a nasledngmro enim spotebitele.
Posledni kapitola rozebira syntézu chinolin-2:8H)-dion nesouci v poloze 1 a 3zn
substituované 1,2,3-triazolové kruhy. V prakticksti prace jsou popsany prhy reakci
vedouci k po adovanym triazolovym derivat, které byly naslednz mikrobiologického
hlediska zkoumany, zda-li se potvrdiedpoklad, e alespo n které z nich budou
vykazovat antibakterialni nebo antifungalni inky na b n se vyskytujici

mikroorganizmy, jejich pitomnost v kosmetickych fpravcich je zavadna.

Kli ova slova:mikrobialni kontaminace, konzervace, chinolin,Zdk cykloadice

ABSTRACT

The theoretical portion of the Master’s thesis dbess cosmetic products and their
formulation. It examines the possible microbiaht@mination caused by Gram-positive
and Gram-negative bacteria, yeasts and fungi; astribes the effective preservative
components which protect cosmetics against conttiom by microorganisms
and the subsequent threat to consumers. The laapter discusses the synthesis
of quinoline-2,4(H,3H)-diones bearing in position 1 and 3 differentlybstituted
1,2,3-triazole rings. The practical componentha thesis describes the reaction leading
to the desired triazole derivatives which were ohaologically examined. This confirmed
that at least some of the triazole derivatives @xhibit antibacterial or antifungal effects

to commonly occurring microorganisms.

Keywords: microbial contamination, conservation, quinolirrggole, cycloaddition
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Uvob

lov k pichazi do styku s kosmetickymiipravky od sveého narozeni, kdy se staly
nedilnou souasti ivota ka dého z nas. Jejich vlastnosti vyi@ime za Gelem ist ni,
Gpravy vzhledu a pachu na zevnidistech tla a sliznic. Z tohoto drodu je nezbytn
nutné zajistit, aby tyto vyrobky byly po vSech sk&ch bezpeé.
Zejmeéna mikrobiologickd kontaminace kosmetiky jeo prlov ka vysoce rizikova.
Proto vyrobci hledaji a mlavaji do produkt vhodné konzervani latky, které brani istu
mikroorganizm v produktech a zarovenenarusi jejich Gnek, vzhled, vni a konzistenci.

Od doby, kdy byly poprvé Meldalem a Sharplessemasbpy 1,3-dipolarni
cykloadice organickych azid s derivaty acetylenu katalyzované dnymi ionty,
byl zaznamenan relativnvysoky narst za rznym Uelem syntetizovanych sloenin
obsahujicich 1,2,3-triazolovou jednotku. Jedna slaumghemik sm uje svj vyzkum
ke koordinaci kovovych ionta u ziskanych asociafsou studovany jejich katalytické
schopnosti. Pro snadnost provedeni, aoa rychlost a toleranci vi funk nim skupinam
je, velmi asto oznaovana pojmem ,click reakce“, vyuitelna pro ipravu velmi
rozmanitych derivat 1,2,3-triazolu, a proto byva tento heterocykl talgu ivan
jako snadno ziskatelny linker spojujici ni&kfad dv molekuly za Gelem skloubeni jejich
vlastnosti. Posledni vyznamnou oblasti jépgava potencialn biologicky aktivnich
triazolovych derivat. U ady znich byly prokazany antifungalni, antibaldbni,
antioxidani U inky. N kolik zastupc této skupiny bylo dokonce v osmdesatych letech
20. stoleti zavedeno jako Sirokospektra antimyleotik klinické praxe.

Zmi ované vlastnosti triazolovych sloeenin nas evokovali k syntéze nejen
chinolin-2,4(H,3H)-dion nesoucich ve své molekule v poloze 3 4-substitupva
1,2,3-triazol-1-ylovy substituent, ale i Kkjejich envat m majicim pipojeny
k heterocyklickému atomu dusiku chinolinového krulmes methylenovy nstek
1-substituovany 1,2,3-triazol-4-ylovou skupinou. Wbranych, kompletn strukturn
identifikovanych pedstavitel pomrn  po etné skupiny ppravenych latek,
byly testovany jejich antimikrobni inky, je jsou uvedeny v mikrobiologickéasti prace,
na nejb n jSich patogenech vyskytujicich se v kosmetickydpravcich. Konkrétn byla
studovana jejich toxicita na bakteriicBtaphylococcus aureusMicrococcus luteus
Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli Z kvasinek byla sledovana pouze

Candida albicans
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1. KOSMETIKA A KOSMETICKE P IPRAVKY

Pojem ,kosmetika“ pochazi eckého slovakosmeoa v pekladu znamena pgé
0 zachovani tesné krasy a o odstram i zakryti t lesnych nedostatk Kosmetika také
m e byt ji ndzvem pro komemi prostedky a latky, které jsou ke kosmetickymelim
ur eny. Kosmetologie pdtmezi moderni wdni discipliny a pro jeji vyvoj jsou vyu ivany
poznatky z nejrzn jSich v deckych obor, mezi které seadi napiklad lékastvi, biologie
a chemi€.Od ervence 2013 plati v celé Evropské unii definicerketického gpravku
podle Naizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)1223/2009 ze dne 30. 11. 2009
o kosmetickych ppravcich. Pod kosmetickounnosti vyplyvajici z této legislativy si Ize
p edstavit Upravu lidského la (poko ka, nehty, rty, vlasovy systém a y&i pohlavni
organy), zub a sliznice dutiny Ustni pouze za elem zmny jejich vzhledu
nebo udr ovani v dobrém stavuist ni, parfemace, jejich ochrany Upravy tlesnych
pach .2

Kosmeticky prmysl zaujima v populaci velmi Siroky zabpouiti, jak se lze
p esvd it v Tabulce 1 Diky tomu, e si ka dy lov k z nabidky kosmetickych fpravk
najde do ka dodenniho ivota své ,stalice” a etgen nedéa bez kosmetickychipravk
it kvalitni a plnohodnotny ivot, a protoe kosmkh zasahuje také do oblasti
sociologické, psychologické i pedagogické, patkosmeticky prmysl ktm
nejziskovjSim. Vzhledem ktomu, e si vyrobci kosmetickychigravk neustale
konkuruji, sna i se nejenom si udr et zakaznika&, @ké mu nabidnout co nového, adi

se také kosmeticky pmys| mezi nejrychleji a nejdynantiji se rozvijejici®

1.1 Kategorizace kosmetickych pipravk

Jak ji napovida definice, kosmetickéipravky jsou na trhu k dostani v rozmanitych
fyzikélnich formach, maji zny zp sob pouiti i rozdilnou Uinnost. Také s pokrdou
moderni dobou a vzstajicim technologickym a deckym pokrokem, roste pet
kosmetickych ppravk , které jsou na trhu dostupné. Tato fakta vedowonkut
e je nezbytnou nutnosti systematizovat a kategoar kosmetické fpravky a zlepsit tak
jejich p ehlednost nejen pro spebitele a vyrobce, ale i pro dozorové organy vykaijiéi

kontrolu nad kosmetickymi prosidky.



UTB ve Zlin , Fakulta technologicka 14

1.1.1 Dle pou iti kosmetického p ipravku

Jednou z mo nosti kategorizace kosmetickycfpiavk je rozdleni dle mist a cil

jejich pou iti pro U ely statistik v Evropské unfi.

Tabulka 1. Klasifikace kosmetickych fpravk dle jejich pou iti>*

Klasifikace Produkty

Ple ova kosmetika (peelingy, krémy, balzamy,
masky - denni, nai, antiaging, hydratai,
vy ivné, exfolia ni, po holeni, ...)

Ple ové a oni odli ova e, p ny a vody (tonery,
tonika)

Kosmetika pro pé& o ruce (kréemy, masky,

peelingy, ...)
T lova kosmetika (mléka, krémy, balzamy,

Kosmetika pro pé o ple ak i

masla, oleje, masky, peelingy)

Masa ni kosmetické prostdky

Vody (po holeni, mineralni pro oseni pleti)
D tska pleova a tlova kosmetika

Mydla a tekuta mydla (i specialni)

P ipravky oralni hygieny (zubni pasty a vody,
spreje)

P ipravky intimni hygieny (mydla, deodoranty,
zasypy)

Depila ni a holici prosedky (krémy, gely, jy)
Toaletni poteby Pudry a zasypy

Koupelové pipravky (p ny, oleje, soli, gely)
Deodoranty a antiperspiranty

Kosmetika pro pé& o nohy (krémy, masky,
peelingy, pudry)

Repelenty

D tské toaletni poeby
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Klasifikace

Produkty

Vlasova kosmetika

Sampony a 2 v 1 Sampony
Kondicionéry

Masky a kry

Vlasova tonika a lotiony

P ipravky pro podporu istu vlas
P ny, krémy, gely, brilantiny

P ipravky pro trvalou ondulaci

D tské& vlasova kosmetika

Vlasova barviva

Vlasova barviva
Barvici Sampony

Odbarvovaci prostdky

Dekorativni kosmetika

Pudry
Make-upy a baze pod make-upy
Tva enky a bronzery
P ipravky pro Upravu obd (tuky, gely,
asenky, vosky, stiny)
O ni tu ky a stiny
asenky
Rt nky, lesky, balzamy na rty
Nehtova kosmetika (laky na nehty, pé
0 nehty, odlakovee)

D tska dekorativni kosmetika

Parfémy a vonne latky

Parfémy, parfémové extrakty a toaletni
vody

T lové vonné spreje

Vlasoveé vonné mihy

After shave lotiony

D tsk& vonn& kosmetika

Opalovaci pipravky

Krémy, balzamy, oleje, spreje, ...
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1.1.2 Dle formy kosmetického pipravku

V poslednich nkolika desetileti z dvod usnadnni pou iti kosmetického prostdku
spotebiteli a podle jeho @lu vyrobci upravuji formy svych produkido nejrzn jSich
podob®

U inné latky mohou byt zabudovany do kapalnych alkickych nebo vodnych
systém s nizkou viskozitou. Tattonika, tonery a vody jsou bu bezbarva nebo mohou
byt zbarvena. Byvaji takéasto parfémovana, ale Kv spotebitel m s citliv jSi pleti
se setkdvame i sipravky bez parfemace, které tolik nedra di poka Khonika maji
bu adstringentni, tzv. stahujici, nebo prokrvujiciinék vhodny ke staeni poér
nebo k vypnuti pleti. Make-up removery a micelauddy jsou ureny k odstrami
dekorativni kosmetiky a nestot z pleti a oi a osahuji mirné tenzidy, hydrata
a zKklid ujici latky? Micelarni vody se staly velmi popularnimi v posiéth dvou letech,
jeliko nenaruSuji pirozenou ko ni bariéru a jsou vhodné i pro citlivpoko ku, proto e
odstra uji ne istoty z pleti Setrnym zsobem. Prav molekuly povrchov aktivnich latek
obsa enych v micelarnich vodach maji schopnost amostatn agregovat do micél,
které na sebe efektivnnava ou vSechny néstoty, ani bychom museli ple siln
mechanicky namahat.

Lotiony a emulzejsou kapalné silnz ed né emulze typu olej ve vodkde je jejich
stabilita podpcena emulgatorem. Jejich vlastnosti Ize vyu it vasiiil istici, adstringentni,
zmk ovaci a lze je také vyrdb ve form mikroemulzi® Mikroemulze jsou
termodynamicky stabilni systémy tvoi kapalny roztok skladajici se z vody, oleje
a povrchov aktivni latky. Mikroemulze mohou rozpustit velkénmstvi olejovych
slou enin, im se zvySuje jejich emoliani efekt. DalSi vyhodou je snadnost jejich

3,4,6

p ipravy.
t lovou péi. Lze je pipravit jako emulze typu olej ve vochebo voda v oleji za pou iti
vhodného emulgatoru pro zabrah vyvstavani jednotlivych innych slo ek ze systému.
Krémy mhou disponovat rozliymi G inky a funkcemi, které se odvijeji od pou itych
ingredienc?

Pro oSeteni poko ky se také pou ivajoleje, které na ni vytvd souvisly film.
Pro vyrobu se pou ivaji vSechnyimdni latky tukové povahy a také syntetickyppavené
estery mastnych kyselin, mastné alkoholy, deriviaity a parafinové oleje. Z dvodu

nebezpel oxidace je zde de ity p idavek antioxidant®
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Déle se tukové latky pou ivaji pvyrob masti, do kterych se zabuduiji jiné specifické
ingredience.

Masti jsou zakladem propasty, do kterych se jmichaji nerozpustné latky,
nap. pudry®

Gely se mohou v kosmetice vyskytovat ve forimydrogel majici vy3Si obsah vody
nebo gel na olejové bazi, které v kombinaci istici slo kou hladce odstraiji z pleti
ne istoty. Gely se skladaji z disperzniho predt a disperznim podilem temnym
asticemi, co jsou asto ve vod rozpustné polymerni latky.4 Spojovaninctito astic
koloidni velikosti vznika siovita struktura gelu, ktera vytidsouvislou strukturu. Lyogel
je oznaeni pro systém tveny kapalnym disperznim prostlim, zpravidla touto
kapalinou byva voda. Odstrarim kapalného disperzniho prasti vznikne xerogel,
ktery véak m e zp tn p ijimat vodu®’

DalSim koloidnim disperznim systémem jspuny, které se vytva aerosolovou
technikou. Disperzni prosdi je opt kapalina srozpudymi G innymi latkami,
ktera vytvai velmi tenky film okolo disperzniho podilu - hnaciplynu®

V aerosolechje naopak disperzni prostli hnaci plyn a disperznim podilem rozpustné
nebo nerozpustné tuhé a kapalnéstice, které se po uvolmi ventilu na nadoh
ve kterych jsou plmy, voln rozptyli>

Disperznim prosedim vsuspenzichje kapalina a dispergovany podil je teo
asticemi pevné latky, které by nelym sedimentovat. P vyrob se tak voli astice
koloidnich rozmr a pro zabrami sedimentace se igava i dispergator
nebo zahu®vadlo?

Pro asté myti poko ky jsou uenamydla, co jsou alkalické soli mastnych kyselin.
Pro vyrobu mydel je dnes vyu ivano Siroké mno stviznych tuk a olej s ohledem
na konené pou iti a vlastnosti mydla. Tak, jak zname mydiees, se vyrabi zmydelmim
tuk a olej hydroxidem sodnym (tzv. jadrova nebo klihova) nélydroxidem draselnym
(tzv. mazlava}.

Mezi roztoky tenzid adime nagklad sprchové gely, Sampony, tekutd mydla
a mnoho dalSich. Tyto kosmeticképravky jsou ureny k omyti poko ky pouze roztoky
povrchov aktivnich latek na vodné alkoholové bézi a mohou také obsahovat specifické
latky.

Ty inky a tuky jsou idealni formou kosmetickéhoipravku majici funkci nose
pevnych nerozpustnych ingredienci,egievSim pigment Tato forma kosmetického

p ipravku se me chovat bu jako hydrofobni systém na bazi sshvosk a olej
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s rozpuStnymi aktivnimi latkami pipravku nebo jako hydrofilni systém temy vodou
nebo roztoky alkohol®

Pudry jsou slo eny z praskovitych komponent a mohou kydostani v nkolika
kosmetickych forméach — tekuté, kompaktni nebo asovs®

Po adovanym efektentak je vytvoit na nehtech, poko ce nebo vlasech souvisly
a nelepivy film, ktery zlepSuje vzhled nebo mechkéivlastnosti. Tento efekt je podpa

filmotvornymi komponenty, které laky obsahtjji.
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2. MIKROORGANIZMY V KOSMETICKYCHP [PRAVCICH

P itomnost mikrob v kosmetice je v prvéad nebezpend pro zdravi spatbitele.
Mira nebezpd pak zavisi na rkolika faktorech. Nejdle it jSim z nich je patogenita
mikroorganizm. Druhym je skupina lidi, ktera ipravek u iva, kterd se zpravidla ld
nadti do3let, dti a dosplé. Tetim faktorem je misto, kam ma bytigravek
aplikovan - nejcitlivi§i byvaji oi, sliznice a intimni partié. Posledni mo nosti
potencialniho nebezpespo ivad v mo né zmn kosmetického vyrobkd.Ne &douci jsou
také organoleptické zmy kosmetického prostdku. Vlivem mikrobialnich metabolit
a rozkladu slo ek kosmetickéhoipravku m e dojit k jeho zmn barvy, v n , viskozity
a Uinku® Nemén je dleity dopad mikrobiologického znehodnoceni produkiro
samotného vyrobce. Dojde-li k zava né mikrobialronkaminaci ji b hem vyrobniho

procesu, ekonomické dopady byvaji katastrofdini.

2.1 Kontaminace kosmetickych pipravk

Drtivd v tSina kosmetickych fpravk p edstavuje zvySené riziko pro usidleni
amno eni patogennich, oportunrpatogennich a toxinogennich mikroorganizin?
Kompozice pipravk s vysSim obsahem vody nebo nuifch latek jsou k mikrobialni
kontaminaci nejnachyljsi. DalSi skupinou nejohro efsich pipravk jsou ty, které
si ve své recepta vy aduji nedokonaly a neinny konzervani systém nebo ty, jejich
obal nezamezuje kontaktu mezi samotnyipravkem a poko kou spatbitele i vn jSim
prostedim. V posledni ad p edstavuje velké riziko také fakt, e jeden kosmiefic
prostedek je pou ivan vice spabiteli, nap. celou rodinou. VSechny tyto faktory mohou
vést Kk iniciaci zvySené mikrobiélni kontaminacegrlt je poatkem mo ného infekniho
onemocnni bakteridlniho nebo plisvého pvodu a je zde mo nost pnosu i na dalsi
osoby. UpIn zamezit mikrobialni kontaminaci v kosmetickychHppavcich neni mo né.
Lze vSak uinit preventivni opatni, ktera by vedla k jejimu potkeni. Jedno z nich zna
ji ve vyrobnim z&vod, ktery produkuje bezpeé kosmetické ppravky v souladu
se spravnou vyrobni praxi. Druhym opetim je pak vylr vhodnych konzervaich
systém pro ka dy kosmeticky gpravek s ohledem na jeho baleni, konzistenci aap
pou fvani®

V kosmetickych pipravcich je dleité prokazat, respektive neprokazatitpmnost

t i hlavnich patogen— Staphylococcus aureusPseudomonas aeruginosa Candida
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albicans jeliko zp sobuji zavané infekce & a k e. Pedmtem zkoumani
se vSak stavaji i dalSi mikroorganizmy, protoe ikuji hygienické nedostatky
p i vyrobnim procesu. Zde meme zahrnout mikroorganizmuEscherichia colimajici
vyznam jako indikator fekalni kontaminate.

Nejen  pitomnost mikroorganizm vede ke znehodnoceni ipravku.
Nevhodnym initelem je také kyslik obsaeny ve vzduchu zejmépeo produkty
kosmetické pé obsahujici snadno oxidd slo ky nebo sluneni zaeni pro pipravky
obsahujici slo ky citlivé na swlo. Do zminnych pipravk se pidavaji antioxidanty
alatky slehkymi absorpimi vlastnostmi, které prodloui jejich ivotnodf.
Triazolové derivaty jsou vyznamnou skupinou hetgkéickych slou enin s rozmanitou
biologickou aktivitou, mezi kteréadime také antioxidai U inky.*® Tato diplomova prace
bude zamena na Cinky antimikrobnt®, zpracované v praktické &sti, tedy
na kontaminaci kosmetickych prosiik zp sobené patogennimi i nepatogennimi

mikroorganizmy.

2.1.1 Primarni kontaminace

K primarni kontaminaci kosmetického ipravku dochazi ji p jeho vyrob,
kdy se pi sestavovani jejich surovinové skladby objevuje aberné mno stvi prodnich
i syntetickych ingredienci. Nejst|Si rizikovou surovinou byva voda zwbd velké
obliby produkt na jeji bazi (nap lotiony, emulze, ...), které pdstavuji piznivé prostedi
pro r st mikroorganizm. Voda pro vyrobu kosmetiky je destilovana, neionema
nebo upravena reverzni osmézou a i taddptavuje dobré prosdi pro rst bakterie rodu
Escherichiaa Pseudomona¥ Zdrojem kontaminace jsou dale materialy majicidgjizky
p vod jako extrakty ziskané z ivasnych tkani nebo derivaty na béazi protein
nebo suroviny rostlinného  podu — extrakty  zrostlin, pryskge a  dalsi.
Poslednim surovinovym zdrojem mikrobiélni kontancmajsou latky anorganického
charakteru a vybrané tenzitySuroviny syntetického wodu byvaji po mikrobiologické
strance isté3 Ke kontaminaci me dojit i vliivem nedostaten sterilnim zaizenim,
je je pouivané ve vsSech astech vyroby a nedbalou praci zamance vyrobniho

provozu’
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2.1.2 Sekundarni kontaminace

Mezi sekundarni elementy zn$t ni kosmetickych gpravk pati vyrobni prostory,
zaizeni a lidé. K rstu a mno eni mikroorganizm dochazi zpravidla ve $binach
a koutech vyrobniho zi&eni, které jsou zn&t né latkami tukového charakteru a obti n
se isti. Proto je dle ité spravn zvolit uspoadani a tvar vyrobniho Zaeni, aby se riziko
mikrobialni kontaminace sniilo na minimum. DalSifaktorem jsou vyrobni prostory,
jejich istota a hygienické zajigti se v dy odrazi ve kvalit finalniho kosmetického
p ipravku. Pro dodr ovaniistoty jsou vypracovavany sanitd ady ur ujici zp soby,
frekvenci a druhy sanitace kadého dflo vyrobniho prostoru a Zaeni.
Hlavnim zdrojem mikrobialni kontaminace jsou lid&, ji pracovnici ve vyrobnim
zavod, kteijsou nedostatem proskoleni, se Spatnou pracovni disciplinou

nebo spokbitelé kontaminuijici vyrobek nespravnou maniputaci

2.2 Mikrobiologické kontroly

Ka dy vyrobce kosmetickych fpravk provadi pravidelné mikrobiologické kontroly
zahrnujici zjistni produkce erstv vyrobenych pipravk vysoké mikrobiélni kvality,
dale zjistni mikrobialni odolnosti ppravku vystaveného vjSimu p sobeni
mikroorganizm a také zjistni vlivu skladovani kosmetickéhoipravku a jeho pou ivani
na jeho mikrobiélni kvalitu. Pro zabezpai zaruky, e byly provedeny vSechny vyrobni
kroky v souladu s bezpeosti a byl vyroben kvalitni mikrobiologicky nez@vey vyrobek,
zavadi se do vyroby Spravna vyrobni praxe dle norn8N EN ISO 22 716 zabyvajici
se procesem vyroby, kontroly a dodavani kosmetickyépravk na trh. Touto normou
vyrobce dokazuje spravné dodr ovani legislativiipchadavk na Spravnou vyrobni praxi,

stalost a rovnovahu vyrobniho procesu a kvalitwlgnych produkt®

2.3 Bakterie

Bakterie, adici se mezi mikroorganizmy s prokaryotickym typefwu ky,
je je znazornn na Obrazku 1, jsou velmi starou a usgnou formou ivota liSici
se od eukaryotickych mikroorganizim Mezi zakladni odliSnosti pat struktura jejich
bun k, ktera je jednodussi. Bakterie zcela postraddgiemé z bun nych organel, je jsou

charakteristické pro eukaryotni mikroorganizmy,ggkou mitochondrie, Golgiho aparét,
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lysozomy i endoplasmatické retikulum. DalSi odliSnost dpé v umistni DNA,
kterd je u bakterii jen vjednom cyklickém chromezo umistném voln v bun né
cytoplazm nazyvajici se nukleoitf, zatimco DNA eukaryot je obklopena bunou
membranou. Bakterialni bka je mala a jeji velikost se odviji od jejiho roddruhu.
Tvar ji davd bun na stna zarove slouici jako mechanickd a osmotickad bariéra.
Na jejim povrchu jsou antigeny se schopnosti vyvolmunitni reakci hostitele.

Nad bun nou stnou m e byt pouzdro, tzv. kapsufé:*’

Obrézek 1. Stavba prokaryotické bakterialni bey.'®

Jednotlivé druhy bakterii maji specifické slo eninb né stny, co ma prakticky
vyznam V jejich diagnostice. Dle slo eni, struktubpun né stny a Gramovy reakce
d lime bakterie na grampozitivni a gramnegatiVrif. Zakladni rozdil spdva v tom,
e grampozitivni bakterie (G+) po usmrceni, obaivemystalovou violeti a meni
v Lugolov roztoku (jodid draselny) udruji komplex barviva bugolova roztoku
v bun né stn aipo promyti organickymi rozpouslly (ethanol, aceton) stavaji mode
zbarvena. Gramnegativni bakterie (G-) se po odibé@rndmarvi erven vd sledku
odstranni komplexu barviva a Lugolova roztoku z bumé stny®!® Bun na stna
u G+ bakterii se sklada z velmi silné vrstvy pemgigkanu, skrze ktery prostupuji linearni
et zce teikoovych kyselin vazanych kovalentni vazbadlracetylmuramovou kyselintf.
Na peptidoglykanovou vrstvu se také va i polysaaharjejich slo eni je charakteristické
pro jednotlivé skupiny bakterii a zodpovidaji za tigenni vlastnosti.

Grampozitivni bakterie neobsahuji ve svénstlipidy (vyjimkou jsou bakterialni rody
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CorynebacteriumNocardiaa Mycobacterium O n co teni a komplikovanjsi je bun na

st na G- bakterii. Neobsahuje teikoové kyseliny, vmitrstva je tvoena nizkym obsahem
peptidoglykanu a vnsi siln jSi membrana se sklada z dvojvrstvy fosfolipi bilkovin.
Antigenni vlastnosti jsou zde zajifly pomoci lipopolysacharid Mezi vn jSi a vnitni
membranou le i periplazmaticky prostor. Déale jsau peptidoglykanu vazany proteinové
kanalky, tzv. poriny, prostupujici celou y& membranou pro transport hydrofilnich
latek 1o

Po fyziologické strance jsou bakterieznorodé. Z hlediska morfologie neexistuje
mezi jednotlivymi druhy mnoho rozdil Bakterialni buky mohou byt tyinkovitého,
kulovitého i vlaknitého tvaru. Tyinkovité bu ky mohou byt rovné, zakené (vibrio)
nebo mohou tvat pravidelné i nepravidelné spiraly (spirily a spirochety).
Koky jsou kulovité buky a pi rozmno ovani mohou vytv&t etizky, tetrady, sarciny
nebo mohou vznikat nepravidelné shluky Hurhroznikovitého tvaru'®?° Bakterie
se v pirod vyskytuji bu ve form izolovanych bunk nebo ve spolenstvech

a shlucich®*’

Velikost bakterialnich burk je rozmanita a zavisi na rodu i druhu. Také saimodle
stai kultury. StarSi buky jsou menSi a mladé sil§i a vtSi. U ty inkovitych bakterii
dosahuje tlouka  0,3-2,0 um a délka 1,0-7,0 um.  MArr kok
se pohybuje v rozmezi 0,5-5,0 1.

Bakterie jsou schopny hem relativnh kratké doby vzhledem k enormni rychlosti
rozmno ovani a vysoké intenzitmetabolismu umo ujici za vhodného Hy teploty
a pistupu vody porusit velké mno stvi kosmetickéhodarktu

A koliv je pro bakterie pohyb vyhodny, které bakterie se nepohybuji.
Pohyblivé bakterie se snagindostanou k potray uniknou z nebezpénebo se dostanou
vt le hostitele tam, kam pabuji. Jako motor pro pohyb jim sloui Iky, fimbrie
a nebo se mohou pohybovat snosganim tla. Bakterie mohou mit jeden Itk nebo m e
byt bi iky pokryto celé tlo jako u bakteri€€scherichia colf*

2.3.1 Rod Staphylococcus

Mikroorganizmy maji tvar G+ nepohyblivych sférickyckok vyskytujicich
se jednotliv nebo seskupenych do hldu.?? Vytva i nepr hledné, bilé nebo krémové,
luté a oranov zbarvené kolonié*?*Idealni teplota pro st je 30-37 C, i kdy rozmezi

teplotniho rstu je 7-48 C. Roste |épe v aerobnich podminkaeh amaerobnich,
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kde je rst limitovan, pesto ho adime do fakultativn anaerobnich mikroorganizm

Optimalni pi je 7,0-7,5* Pati mezi velmi roz&ené mikroorganizm§*2° Je p vodcem

mnoha ko nich a organovych onemoof, zp sobuje nemoci laz a slizni@®

B n setaké vyskytuji v potravinach (maso, mléko, symod , prachu, pisku nebo
pd 22

2.3.2 Rod Micrococcus

Bu ky jsou nepohyblivé sferické s bumou stnou G+ typu rostouci paerobnich
podminkach. Buky vytvaeji koky nebo tyinky vyskytujici se po dvou, vetve icich
nebo v nepravidelnych shlucich. Jejiclstova teplota se pohybuje v rozmezi 25-37 C.
Lze je najit na ki lovka a savc, vmase nebo vp , vzduchu a vod

Micrococcus luteuprodukuje luté a oran ové karotenoidni pigmerfs.

2.3.3 Rod Bacillus

Bacillus je aerobni a fakultativn anaerobni G+ rovna tpnka r zné délky.
Bu ky jsou uspaadany ve dvojicich nebo etizcich. Pohyb vykonava pomoci i
a optimalni rstova teplota je 15-55 C. Mteré druhy jsou patogenni a zobuji

potravinové otravy?

2.3.4 Rod Escherichia

Tyto G- kratké rovné tynky jsou nepohyblivé nebo se pohybuji pomociikbi.?®
Vyskytuji se jednotliv nebo ve dvojicich? Rozsah teplotniho stu je 7-45 C, p em
optimum je 37 C.Escherichia colije fakultativn anaerobni, roste ip aerobnich
i anaerobnich podminkach. Pouze vysoké hladiny wxithli ittho mohou inhibovat
jeji r st. Pi optimalnich podminkach je minimalninpprostedi pro rst 4,0-4,5%
Escherichia colije jednou z nejvyznamjsich bakterii osidlujici stvni mikrofloru
lov ka a savc, kde je uitenym komenzaleri> N které kmenyEscherichia coli
produkujici enterotoxin zgobuji prjmova onemocmi a mooveé infekce zejména u en

trpici zanty mo ového mchy e, které se opakuff:*®
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2.3.5 Rod Pseudomonas

Tyto striktn aerobni bakterie jsou G- rovné zakivené tyinky pohyblivé pomoci
bi ik .*? Teplotni optimum rstu je 42 C.Pseudomonas aeruginosi@ nejb n j&i
pseudomonadou ulov ka, kde je ptomna vtlustém stv. Jeji primarni vyskyt
je ve form biofilmu nebo planktonu v@ , vpirodnich i odpadnich vodéach,
na rostlinach, u voln ijicich i domécich zviat a také v mase a kterych ostatnich
potravinach. Pseudomonas aeruginos@ odolna k fyzikalnim i chemickym vlim.
Je pvodcem velmi zava nych lokalnich i systémovych kde Infekce ma bu p vod
ve stolici nebo pchazi od ostatnich nemocnych paciel e infikovat bércové vedy,
prole eniny, popalené plochy nebo k Jakmile se dostane do krevniho &, dochazi
k sepsi nebo meningitid® Pseudomonas aruginosgp sobuje chronické plicni infekce

a infekce moovych cest’

2.4 Kvasinky

Kvasinky, jejich bu ka je schematicky zndzoma naObrazku 2, se adi ji mezi
eukaryotni mikroorganizmy a néale i do skupiny hdfurigi).?® Jejich tvar je elipsoidni,
vej ity nebo kulovity. Rozmno uji se ne&gst ji pu enim, dlenim nebo pomoci pohlavnich
spor. Buka se sklada z velmi pevné buné stny, ktera uruje tvar kvasinky a chrani
ji p ed mechanickym namahanim a osmotickym Sokem. V Iménstn jsou silné pory,
skrze které mohou prochazet nizkomolekularni <oiny. Polysacharidy tvo
80 % suSiny bunné stny a jsou jeji hlavni asti, které jsou sazeny do hustych
spletitych vlaken. Tato vlakna jsou vypira bilkovinami. DalSi slo kou bunné stny
je malé mno stvi lipid, fosfolipid a fosforenan . Cytoplazmaticka membrana kvasinek
je jemna. V cytoplazmje obsa enaada membranovych strukturetn jadra oddleného
dvojitou jadernou membranou. Z membranovych stmukisou dleité ribozomy
pro syntézu bilkovin agregovanych do tzv. polyzonkteré se nachazeji na y&m
povrchu endoplazmatického retikula. Mitochondrieoujssidlem dychacich enzym
a obsahuji malé mno stvi RNA a DNA slou ici jako mmbjadernd geneticka informace
kvasinek. Souasti cytoplazmy je také vakuola a Golgiho apaggedpokladanou funkci
transportu stavebnich kamenbun né stny zcytoplazmy pes cytoplazmatickou

membranu. Cytoskelet kvasinek je ten siti proteinovych vladken zprostikovavajici
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vnitrobun ny pohyb organel. Sina druh kvasinek disponuje schopnosti zkvaSovat
monosacharidy a které disacharidy na ethanol a oxid tt§t *°

Obrazek 2.Pr ez bu kou kvasinek®

2.4.1 Rod Candida

Tento rod obsahuje osm drytkteré zpsobuji onemocmi lov ka.Candidase b n
vyskytuje u lov ka v Ustni dutin, ovSsem Candida albicansje p vodcem ko nich
onemocnni pedevsim v krajindch vihké zapd. Infekce maji nejastji endogenni
charakter. Zpsobuji také systémova onemonf napiklad plicni kandid6zu. P prostupu
do obhu pror stanim pseudomycelii do cév postihuji kandidy lagyijatra, slezinu

a mozek a komplikuji tak stavy se sni enou imunitbu

2.5 Plisn

Do skupiny hub adime také mikroskopické vlaknité pliss eukaryotickym typem
bu ky, ktery je naObrazku 3. Stélka plisni je tv@na vlakny (hyfy) jednobunného
nebo vicebun ného typu. Hyfy se \tvi do mycelia, které dale tviospletité utvary zvané
sklerocium tmavé barvy odolné ngmivym podminkam. Hlavni slo kou bunmné stny
jsou polysacharidy, bilkoviny, lipidy a malé mnosst vosk zp sobujici nizkou
smaitelnost plisni. Buka obsahuje jedno nebo vice haploidnich jader. tgptsizm
je obsa eno endoplazmatické retikulum, mitochondrigakuoly. Z chemického hlediska
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je cytoplazma plisni velmi podobna kvasinkam. Reazer latkou jsou lipidy.
Rozmno ovani probiha rozstanim hyf nebo pomoci spor. Barva plisni je zelena
a modrozelena, hrda a erna nebo rova. N které druhy obsahuji také melaninove

barvivo, které je chrani ed ultrafialovymi paprsky slunaiho zaeni®

Obrézek 3. Eukaryoticky typ buky.?

2.5.1 Rod Aspergillus

Infekce lov ka m e byt zp sobena rkolika druhy roduApergillus Nejznamjsi jsou
Aspergillus niger Aspergillus flavus a Aspergillus fumigatus Konidie umistné
na konidioforech mohou byt vdechnuty a po vyéti spusti vie lov ka infek ni
proces. Posti eny byva centralni nervovy systéndyviley, jatra, travici trakt a ostatni
organy. Nejposti enjSi jsou lidé se sni enou imunitou. Mezi zdrojedk€e pati prach

a ptaf trus, nkdy také hnijici ovocei chleba®
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2.6 Mikrobiologie vybranych kosmetickych p ipravk

Pro nastinni pedstavy mikrobialni kontaminace bylo vybrano z eéerného
mno stvi kosmetickych ppravk péar produkt, které budou popsany z hlediska
jejich z&kladni surovinové skladby, ze které vyglywitomnost mo nych mikrobiélnich
kontaminant.

U kosmetiky pro dti do ti let je povolen mikrobialni limit dle testovani rpoci
Critical Path Method 0CFU/g (ml) pi 0,5 g (ml) vzorku. Pro ostatni vyrobky je povolen
mikrobialni limit dle testovani pomoci Critical Path Method *10FU/g (ml)
pi0,1g(mh*

2.6.1 Ple ové kremy a mléka

Tuky, mastné kyseliny a jejich estery, uhlovodilbjlkoviny, emulgatory, mydla,
steroly a glycerin - krom vody je to jen zékladni vt ingredienci davajici vznik
ple ovym krémm a mlékm. Tyto slo ky poskytuji vhodné prostdi pro rst plisni rodu
Aspergillus a Penicillium které identifikujeme na povrchu produktu jako Ioatlé,
nazelenalé a hrdo erné skvrny prostupujici do hlubSich vrsteippavku. Ve vzacnych
p ipadech byla zjiSha pitomnost také Staphylococcus aureusEscherichia coli

Pseudomonas aeruginos@seudomonas fluorescetls

2.6.2 Zubni pasty

Zubni pasty jsou slo eny z pevnych, tekutych agimyatek. Z pevnych je to uhitan
vapenaty, kaolin a fosforean vapenaty. Z tekutych slo ek zubni pasty obdakegm
vody glycerin. Pektin, tragant a tyl6za maji funkaoijiva. DalSimi slo kami jsou barviva.
Aroma zubnim pastam dodavaji éterické oleje — miewjo anyzovy, skacovy a mnoho
jinych. Z chuovych latek se vyu iva nap cukr nebo vanilin. Nepstji se v zubnich
pastach vyskytuji bakterie rod Proteus Pseudomonas(nejastji Pseudomonas

fluorescenya koliformni bakterié?
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2.6.3 Pudry a zasypy

PrasSkové pudry se skladaji z mastku, kaolinu, itahu vapenatého a renatého,
Skrobu, zinkové Hoby a stearatu he natého. Jako barviva se vyu ivaji ula vyrobené
latky nebo barviva prodni. Pudry tekuté maji stejné sloeni jako prAsk
navic ale obsahuji vodu, ethanol, glycerin a latkieré jsou schopny vytvét slizy
zd vodu lepSi vydre na pleti. V zasypech je obsaenastek a antiseptikum,
nap. kyselina boritd. Pudm a zasypm je teba vnovat z mikrobiologického hlediska
zvySenou pozornost. Ndpustna je @dtomnost koliformnich a patogennich

mikroorganizm. Mohou se zde vyskytnou i kvasinky a pligh

2.6.4 Rt nky

Vyb r surovin pro rtnky a jiné produkty k aplikaci na rty je velmi nany na jakost,
jeliko i minimalni zavady v surovin mohou zpsobit iritaci rt . Zakladem je sns tuk
avosk a zdravotn nezdvadnych barviv. V nikdch nejastji pozorujeme kontaminaci

plisn mi. Kontaminace jinymi mikroorganizmy nebyly doszéiva né>*

2.6.5 Parfémy a toaletni vody

Zakladem parféma toaletnich vod byva zné objemové mno stvi etanolu, ve kterém
jsou zabudovany vonné latky. Proto e v3ak tyto pidgl obsahuji vysoké mno stvi
alkoholu, nejsou znamy &adné mikrobialni kontamimaa |ze konstatovat, e jsou

mikrobiologicky nezavadn®.
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3. KONZERVACE KOSMETICKYCH P iPRAVK

Mezi lety 1960-1970 byla wina kosmetiky kontaminovana mikroorganiziy.
Od této doby se konzervai latky staly nedilnou soasti kosmetiky pro zabrani
mikrobialni kontaminace, nasledné degradace kosk#&to pipravku, jeho znehodnoceni
a ohro eni zdravi spotbitele. Pi vyb ru konzervaniho systému je nutno dbéat zvySené
opatrnosti, jeliko se spousta konzermich latek chova jako alergen a spbuje
tak znané mno stvi dermatitid? Relevantni je mno stvi pouité konzervai latky,
které by nemlo byt pilis vysoké, aby nezvySovalo riziko vzniku alergii.

Je-li vyrobce ve stadiu vyvoje neboed uvedenim na trh nového kosmetického
p ipravku, m e vyuit mo nosti otestovani Uuinnosti konzervaniho prostedku,
kterou jako jediné pracovistv eské republice ovuje Narodni referemi laborato
pro mikrobiologii potravin, ppdmt b ného uivani a prosedi. Laborato vyhodnoti
mikrobialni odolnost kosmetickéhoipravku pomoci zatovych neboli pe ivacich test.
Principem je zavedeni standardnich bakterii, keksia plisni do testovaného vyrobku
a jeho sledovani v danych intervalectém 4 tydn.>®

Mezi biocidy adime vSechny latky, které hubi a omezujistr ne &doucich
mikroorganizm v jakémkoliv pr myslu a pi vSech innostech, kde jsou biocidy &adouci.
Dle Smrnice Evropského parlamentu a Rady 98/8/EC o uvabiocidnich pipravk
natrh se biocidy di na dezinfekni a biocidni latky, konzervai p ipravky, pipravky
pro regulaci ivoignych $kdc a ostatni biocidni jpravky>>*

Biocidy jsou velmi rozmanita skupinaipdnich nebo syntetickych chemickych latek,
které mohou na mikroorganizmy gobit dv ma mechanismy. Prvni trvale usmrti dany
mikroorganizmus a v nadzvu je vyj&h piponou -cidni (nap baktericidni, fungicidni,
tuberkulocidni, mykobaktericidni, virucidni sporicidni). Druhy mechanizmus zobi
pokles rstové aktivity nebo da@asnou ztratu schopnosti se rozmno ovat.
Takovy mechanizmus vyjagjeme piponou -staticky (nap bakteriostaticky, fungistaticky
i sporistaticky):

Pro sloité a rozmanité kompozice kosmetickychippavk jsou pouity r zné
konzervani systémy, které tvo n kolik konzervanich latek v rozdilnych koncentracich

poskytujici ochranu produktu po celou dobu jehadélani i pou ivanf?
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3.1 Faktory p sobici na tinnost konzervace

Je-li vyrobce na zatku vyvoje nového kosmetického igravku a vybira
pro njidealni konzervani systém, musi brat v potaz okolnosti, které byhipgroces
konzervace ovlivnit. Prvni jdaktor z ed ni. Jeliko pi naed ni antimikrobni latky
neklesa jeji linek pimou Umrou, ale exponencialn To znamena, e nadime-li
konzervani latku na polovinu vychozi koncentrace, je jejiinék 2 krat niSi,
kde exponent je pro ka dou konzervani latku jiny. DalSi vliv na dnnost konzervani
latky mateplota, ktera je popsana faktoreny. U innost konzervaniho prostedku roste
se vzrstajici teplotou. Faktor dale popisuje kolikrat kenzervant dinn jSi zvySi-li
se teplota 0 10 C. V Gvahu jeeba také brawelikost inokula, které pedpokladame
v kosmetickém pgpravku. Pi vyrob vicefazovych pipravk , jako jsou zejména emulze,
aplikujeme konzervani latku do vodné faze produktu, kde spbi na innost
mikroorganizm. VIiv na konzervaci mohou mit také kieré pomocné a inaktivujici
latky, které inaktivuji antimikrobni latku tim, e ji nsebe nasorbuiji. astou inaktivujici
latkou jsou proteiny. V Uvahu se musi brat také,fp& jak dlouhou dobu méa konzerva
latka fungovat, tedydoba expozicekonzervani latky. Pi vyb ru antimikrobnich latek
mé& vyznampH a vodni aktivita vyrobku. V neposledniad je z legislativniho hlediska

d le ité, zda je vybrana konzervai latka v zemi uvadi vyrobku na trh povolen&:>°

3.2 Faktory pro vyb r konzerva ni latky

P esto, e idealni konzervai latka neexistuje, musi splvat alespo n kolik z ady
poadavk . Mezi tyto poadavky se adi aktivita v i Sirokému spektru
mikroorganizm ji p i nizkych koncentracich Ideélni konzervani latka by mla byt
bezbarvdabez zpachustabilni v r znych rozmezichyn teplot akompatibilni s danym
kosmetickym prosedkem. DalSimi po adavky jeozpustnost ve vod a nerozpustnost
v olejich, dlouha ivotnost, bezpenost snadna pouitelnost a dohledatelnost
p i analyze kosmetického ipravku. Pro kosmetické vyrobce je takéledity faktor

cenovy >
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3.3 P ehled konzervanich latek

Hlavni funkci konzervanich latek je ochrana kosmetickychgravk , Ié iv, potravin,
detergent a dalSich produkt p ed mikrobialni kontaminaci a zachovani jejich kwali
D leitd je ochrana pedevSim produkt obsahujicich vodu nebo organické latky.
Pou iti t chto konzervant je legislativn regulovano a pro kadou latku existuji

koncentrani limity.*> Konzervani latky Ize rozdlit do n kolika chemickych skupif®3®

3.3.1 Organické kyseliny, jejich soli a estery

Antimikrobini aktivita tchto latek je selektivni a poskytuje idnost pro Siroké
rozmezi mikroorganizm Ztohoto dvodu jsou oblibenym konzervantem kosmetiky
parabeny, co jsou estery kyseling-hyroxybenzoové (neastji methyl-, n-propyl-
an-butyl- estery) a jejich aktivita se zvySuje s mstim potem uhlik v alkylovém
et zci. Pati zde také kyselina salicylova, kterd je vSak newidgopro dti do ti let,
kyselina benzoova, jejich innost se ztraci v fomnosti protein. DalSimi organickymi

kyselinami jsou kyselina sorbova, kyselina propicha kyselina dehydrooctod®®

3.3.2 Aldehydy a formaldehydy

Zt chto chemickych latek je nejpouivgsi formaldehyd, polyoxymethylen
(polyacetal), imidazolidinylmavina, diazolidinylmoovina, quarternium 15 a bronopol.
Snadno se rozpousti ve vo@ jsou cenov velmi dostupné. Jejich stinnou strankou
jsou jejich Stiplavé, dra divé a pachnouci vlastidgeré mohou zpsobit slzeni a paleni,
nevolnosti a potie p dychani. B vysSich koncentracich vyvolavaji bolesti hlavy
a astmatické zachvaty. V Evropské unii je povolégyo latky pou ivat s koncentraimi

omezenimi pro rzné kosmetické fpravky3>°

3.3.3 Aminy, amidy, pyridiny a benzalkoniové soli

Aminy a amidy tvoi velkou skupinu konzervaich inidel. Mezi zakladni zastupce
pat i triklokarban, hexamidin, chlorhexidin, cetylpyindum-chlorid
a benzalkonium-chlorid®
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3.3.4 Derivéty fenolu

NejvyznamnjSim zastupcem této malo pouivané skupiny je femdixanol,
ktery se asto kombinuje s parabeny a inhibuje bakterie, ikkgsa plisn a p i vySSich
koncentracich. Derivaty fenolu jako benzylalkohob-fenylfenol, chloroxylenol
aresorcinol jsou méalo kompatibilni s ostatnimi lsdni kosmetického gdpravku a

jsou h e rozpustné ve vod®*

3.3.5 Alkoholy

Alkoholy jako konzervani inidla vykazuji aktivitu proti mikroorganiznm
a p ivySSich koncentracich (60-80 %). Alifatické alkbhjako ethanol nebo isopropanol

maji rychly nastup tnku proti bakteriim, o rco mén p sobi proti plisninf>°

3.3.6 Derivaty isothiazolinonu

Tyto latky maji iritani Ginek a je nutné je kombinovat s biocidy fungujicimi
na plisn. adime  sem nap benzisothiazolinon, 1,2-benzisothiazolinon,
octylisothiazolinon a methylisothiazolinon, ktery pakazan v ,leave on“ kosmetickych

p ipravcich®®3°

3.3.7 Jiné konzerva ni latky

Popularni skupinou konzervantse v souasnosti stavaji frodni latky jako jsou
éterické oleje (nap Tea Tree OQil, kebi kovy olej, tymianovy olej, levandulovy olej,
rozmarynovy olej), extrakty zrostlin (nap levandule, rozmaryn, tymian, méata)
nebo semen (napgrapefruitu).Tyto p irodni latky jsou oblibené pro své specifickév

a jsou pou ivany pedevsim v drodni kosmetice. Nevyhodou je v&ak jejich vysokaat®
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4. CHARAKTERIZACE A SYNTEZA TRIAZOL

4.1 Biologickeé u inky triazolovych slou enin

Triazoly se pro své enorodé biologické Unky staly velmi popularnim objektem
mnoha vdeckych vyzkum. Nej astji jsou tyto Uinky vyu ivany p edevSim v lékaké
chemii, kde byl v poslednich dvou desetiletich zamenan velky pokrok tykajici se
p iprav rozmanitych modifikaci triazaf® Z vyznamnych biologickych ink u itych ve
farmakologii jsou Ginky antimikrobialn?’, antifungaini®, antioxidani*®, protizantlivé*,
protinadorov&', antituberkulostatické ~antivirové®, analgetick&', antidepresiviiP,
sedativni a hypnotick®.

Jednim z astych pedmt z4m je Ginek antimikrobni. Existuje velké mno stvi
studii, které se zabyvaji antimikrobniznych druh mikroorganism. Z provedenych
v deckych vyzkum vyplyva, e antimikrobni aktivitu poskytuji triazam jejich mo né
rozmanité substituenty, s jejich obmou se také mni U inek v i konkrétnim druhm

mikroorganizm, na které inhibin p sobi®®

4.2 Komer n dostupna triazolova chemoterapeutika

P esto, e nejsou znamy komer dostupné triazolové konzervanty s antimikrobnimi
vlastnostmi, které by se daly bezpe vyuit v kosmetickych pipravcich, tSi se
triazolové derivaty znané pozornosti v oblasti antifungélnich aktivit.

V uplynulém desetileti se Skala antimykotickychippavk bohat rozSiila nejen
z hlediska nahrazeni starSich preparamnodernjSimi meén toxickymi analogy
triazolovych derivat, ale také z hlediska vyvoje novych lékovych for&fY. Bylo
vypracovano mnoho studii zabyvajici se antifungaint inky triazolovych derivat
slouici jako pedloha pro syntézu I& s triazolovym kruhem i kruhy majici
antimykotické vlastnosti. Mezi nejznanjéi triazolova antimykotika pdt flukonazol,
vorikonazol, itrakonazol, posakonazol a ravukonAZdl jejich struktury jsou na
Obrazku 4. Mechanismus jejich tinku se zaklada na inhibici enzymu odpdrého za
p em nu lanosinu na ergosterdl ktery se nachazi v bumé stn hub. Nedostat@é
mno stvi ergosterolu zabraje tvorb bun né stny kvasinek a mikromycét.

Znamymi a léty prov enymi latkami znazormymi naObrazku 5, které se pou ivaji

pi lé bach (zkosti, depresi a maji zkligici Uinek jsou alprazolam, estazolam,
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etoperidon, nefazodon, trazodon, triazolam a rief@z fungujici p neurotické
nespavostf®
Z dalSich latek vyskytujicich se v medikamentechzatriptan psobici proti migrén

antiviroticky p sobici ribavirin i trapidil pou ivajici se pi zmirn ni hypotenz&®
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Obrazek 4. Struktury triazolovych antimykotik.
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Obrazek 5. Struktury triazolovych sedativ, hypnotik a antidegiv.
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Rizatriptan Ribavirin Trapidil

Obrazek 6. Struktury rizatriptanu, ribavirinu a trapidlu.

4.3 Syntéza triazolovych slouenin

4.3.1 Termicky a katalyticky indukované [3+2] cykloadice

Existuje mnoho cest, jak lze triazolové derivatyntsyizovat. V roce 2002 vSak
nezavisle na sobFokin se Sharplesséfra Tornge s Meldaletobjevili a popsali rychlou
a v laboratornich podminkach pom snadnou metodu s vybornou vytosti spo ivajici
v 1,3-dipolarni cykloadici. Byly to reakce probiftj mezi derivaty acetylenu a
organickymi azidy s pouitim m nych soli jako katalyzatoru, jejich koneym
produktem, tchto tzv. ,click reakci, jsou 1,4-disubstituovahg,3-triazoly Schéma ).
Krom rychlosti, velké vytnosti a bezproblémového po hu reakce v jakémkoliv
rozpoustdle je nesporn velkou vyhodou ftchto reakci poskytovani produktu prakticky
bez adnych vedlejsich produkt*

@

2 1N2 2N 2 ® O 2N1 2
R \N’ \\N3 + 3“" N/R & /N:N:N + R1 : CHU !;l/ N/R
f>:4 1)4:/5 R2 1>4:/5
R R R

Schéma 1

Pro termodynamickou nestabilitu mnych soli, které seasto vlivem oxidace nmi na
katalyticky nedinné me naté kationty, se do reakciigavaji s reduknim inidlem.
Nej astji se pou iva katalyticky systém slo eny z Cus(bH,O a askorbatu sodného
jako redukniho inidla. Jsou znamy ale i jiné kombinace poskytuici ionty v reakni
sm si, jako je nagklad nadbytek praskové elementarni Cu s 10 % mskhtice>



UTB ve Zlin , Fakulta technologicka 38

DalSi zajimavou reakci jsou ,one pot click reakd@bdstatou ,click reakci“ je, e je
mo né vytvoit triazolovy kruh reakci organickych azids derivaty acetylenu.
Anorganické azidy se této reakce za danych podmjmakticky nezulast uji. Proto je
mo né p imo do reakni nadoby nadavkovat halogenderivat, azid sodnyyateacetylenu,
me ny katalyzator a vhodné rozpoudlo, jak je znazormo naObrazku 7. V reak ni
sm si nejprve dojde k nukleofilni substituci atomuarol na azidovou skupinujm ji
dojde ke vzniku azidu organického, ktery se d&, jp popsano vysSe, zapoji bym
zp sobem do 1,3-dipolarnich cykloadich reakci s acetyleny. Velka vyhoda ,one pot
click reakci“ spoivd vtom, e neni nutné nejprve syntetizovat aleds izolovat

azidosloueninu z reakni smsi.>*

=]

NaN3

Cu*
ch frozpoustedo O\N /YD
N=N

Obrazek 7.Pr b h ,one pot click reakce".
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Syntéza triazolovych derivat

Dilo prav majici tena v rukou bezproseédn navazuje na bakakkou praci, ve které
byly studovany dv mo né syntetické cesty smujici k chinolin-2,4(H,3H)-dionu
nesouciho v poloze 3 jeho heterocyklického kruhaztlylovou skupinu a na atomu
dusiku triazolylmethylovou skupinu. Z vysledkiskanych g eSeni zadaného problému
zcela jasn vyplynulo, e pouze jedna z navrenych a posléaalizovanych dvou
syntetickych variant relativn “bezproblémov* vede k ziskani rzn substituovanych
derivat chinolin-2,4(H,3H)-dion obsahujici dva triazolové kruhy v molekule.

Tento ov eny a do jisté miry optimalizovany sled jednotliiyceaknich krok
byl aplikovdn pro pdpravu malé knihovny latek vychazejici ze dvou adkich
4-hydroxychinolin-2(H)-on 1, které se vzaemnliSily pouze substituci v poloze
3 chinolinonového kruhu, kde byly vybrany methylostupina, jako zastupce alkylu,
afenylovd skupina, jako zastupce arylu. Ty bylyipmveny znamou metoddu
spo ivajici v tepeln indukované kondenzaci anilinu s diethyl-methylmakem respektive
s diethyl-fenylmalonatem Schéma 2, u které byla chemicka rovnovaha posouvana

ve prospch adanych produktpostupnym oddestilovanim reakci uvayaného ethanolu.

O - OH R R.doba Produkt
EtO -2 EtOH S ] 1(%)
* 150-300 °C Me 9 1a(61)
NH, EtO” ~O 9h N0 Ph 9 1b (91)
1

Schéma 2P iprava substituovanych 4-hydroxychinolin-B{ton 1.

| kdy byla p iprava 4-hydroxy-3-methylchinolin-2kl)-onu (1) provedena tkrat, byl
za identickych realnich podminek ziskan adany produkt s praktickydstyoni vyt ky
okolo 60 %, co je pro analogické slaeniny nesouci alifaticky zbytek v poloze 3@
(nap. pro 3-ethyl-4-hydroxychinolin-2@)-onu se vyt ek pohybuje v rozmezi 52-
69"°8%, pro 3-butyl-4-hydroxychinolin-2@)-onu  65'—69° %). Naproti tomu

u 3-arylderivat 4-hydroxychinolonu jsou vytky vyrazn vysSi. Napiklad vyt nost
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3-fenyl-4-hydroxychinolin-2(i)-onu se pohybuje v rozmezi ¥897° %, popipad u
3-benzyl-4-hydroxychinolin-2()-onu je 88°-9¢F* %.

V ov eném sledu reakci vedouci zdark bis-triazolovym slouenindm bylo nutné
nejprve syntetizovat sloeniny s rzn substituovanymi triazolovymi kruhy v poloze 3,
nasledn alkynylovat chinolinovy atom dusiku a v zé® né fazi ,click reakcemi”
s variabilnimi organickymi azidy vytvid druhy triazolovy kruh.

Drtiva v tSina azidovych derivat je pipravovana klasickou nukleofilni substituci
p isluSnych halogenderivatazidovymi ionty. Pro tuto substituci jsme daliegnost
3-halogenderivaim chinolindion oproti jejich 3-brom analogn a to z toho dvodu,

e jejich p iprava je snadisi, obzvlast z hlediska izolaceistych produkt. Pi bromaci
4-hydroxychinolon dochazi k tvorb nejen po adovanych 3-brom derivatale nastava
sou asn substituce atomu vodiku na benzenovém kruhu dnimolTyto neselektivni
halogenace obvykle poskytuji mimo hlavniho produldromchinolin-2,4-dionu) i zné
dibromované izomery s velmi podobnyni & tim znesnadiji separaci a izolaciistych
chemickych individui.

Ji prov enou a doke zndmou metoddt byly provedeny reakce, ve kterych byl
do molekuly 4-hydroxychinolonu do polohy 3 zavedeatom chloru UGinkem
sulfurylchloridu v nadbytku 1,4-dioxanuipeplot 45-50 °C. Sulfurylchlorid zde slou i
jako zdroj molekuly chloru, ktera se aduje na deojrazbu mezi C-3 a C-4 chinolinového
skeletu a z vytveeného meziproduktu dojde k eliminaci HCI a k tvoniio adovaného
chlorderivat2, jeho v tSina byla z reakni smsi izolovana pouhym nad nim reakni

sm si ledovou vodou, filtraci vzniklé sra eniny a jepaekrystalizovanim z benzenu.

OH O

R R R R.doba Produkt

SO,Cl, [min] 2 (%)
e Cl

o 1,4-dioxan o Me 50 2a (94)

45-50 °C Ph 20 2b (98)

Ir=z

Ir=z /:—

Schéma 3 Chlorace derivat4-hydroxychinolin-2(H)-on 1.

U obou 3-chlorchinolin-2,4-dion 2a,b, ziskanych ve vysokych vytich a istot
byly halogenidové ionty za klasickych podminek biekoalarni nukleofilni substituce

(S\2) nahrazeny azidovym aniontem pochazejicim z agwmhiiného, ktery byl v reaki
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smsi v p | molarnim nadbytku. Obkonverze provedené v dimethylformamidu (DMF)
prob hly b hem 2 h prakticky kvantitativi

R Q R R R.doba Produkt
NaN5 h]  3(%)
cl Na Me 2  3a(98)
N Yo | DMF N0
H
3

Ph 2  3b(98)

Schéma 4 Konverze 3-chlorchinolin-2,46,3H)-dion 2 na azidoderivatg.

3-Azidochinolin-2,4-diony3 byly vystaveny podminkam 1,3-dipolarnich cykloadch
reakci katalyzovanych mnymi ionty. Ji v dive provedenych experimentech, kdy jsem
vramci své bakal&ké prace optimalizovala podminky ,click reakcie sikazalo,
e nejvhodnjSi je dvojnasobny nadbytek elementarnidimv i 3-azidochinolindionus,
ktery je z hlediska vytk a reknich as optimalni pro zdarny pb h syntézy
triazolového derivatu. Proto byly tyto porg u vSech cykloadnich reakci zachovéany.
V pipad, kdy byl v ivychozi latce pou it pblin ty nasobek ndi, reakce prothla
sice bhem 1 h prakticky se 100% konverzi, ovSem bylo lemlatické veSkerou m
z reakni smsi odstranit. Oproti tomu bylo-li pouito ekvivalem mno stvi mdi,
byl ziskan produkt rovn ve vysokém vyt ku (82 %), ale i po 25 hodinach byl ve ssn
stale pitomen vychozi azid.

VSechny 3-triazolylchinolin-2,4-dion¥ byly tedy ziskany ve vytku 86—99 % reakci
smsi tvoené z pislusnych 3-azidoderivat chinolin-2,4-dionu 3 s 5% nadbytkem
fenylacetylenu nebo s propargylalkoholu a dvou mmdk®o pebytku mdi s katalytickym
mno stvim modré skalice v DMF p laboratorni teplot Jeliko jsou obecn azidové
slou eniny fotosenzitivni, byly reakce provad v temnu.

2
o o /4<R R' R? R. doba Produkt
N, A NN [min] 4 (%)
R Cu; CuSO, R’ N Me Ph 160  4a (95)
NS0 " DMF N0 Me CHyOH 150  4b (99)
H lab. tep. H Ph Ph 170  4c (86)

Ph CHyOH 45  4d(98)

Schéma 5Cykloadice 3-azidochinolin-2,4-dioma 3-triazolylchinolin-2,4-diony.
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V nasledném kroku vedoucim Kk findlnim latkam bylatn®@ na atom dusiku
chinolinového kruhu zavést prop-2-yn-1-ylovou skupiTato nukleofilni substituce byla
provedena reakci propargylbromidu se skmnamida a 4c v p itomnosti ti ekvivalent

potaSe v DMF p laboratorni teplotb hem 1,5 hodiny.

R? R?
o /4< Br 0 /4< RT R? R.doba Produkt
N\N”N \KC—O: N\N'N [min] 5 (%)
R 27, R’ Me Ph 75  5a(96)
N0 DMF N o Ph  Ph 40 5c(98)

lab. tep.
Ph  CHx-OAc 150 5d (88)
4 5 %

Schéma 6P iprava a strukturdl-propargyl-3-triazolylchinolin-2,4-dion5.

Z vysledk poskytnutych ESI-MS analyzou, jejich spektra jsouvedena
naObrazku 8, je patrné, e vychozi latkda, kterA ma hodnotm/zprotonované molekuly
319,1188, byla ve vySe diskutované reakci obohacgmiim prop-2-yn-1-ylovym
substituentem. V obou spektrech se ssm s vyrazn niSi intenzitou vyskytuji také
signaly pochéazejici ze sodnych adukdimer slouenin 4a(659,2117 m/2 a 5a

(735,2428m/2).
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Obrazek 8.HRMS spektra slowenin4aaba

Propargylova skupina mohla byt v zavislosti naldtrie substratu teoreticky zavedena
do dvou mo nych mist v molekule. A to do name&avané polohy 1, to je na atom dusiku
chinolinového kruhu. Je ovSem nemémutné polemizovat s myslenkou, e tato substituce
m e stejn snadno probihat na hydroxylové skupinpoloze 2 druhé tautomerni formy
té e latky. Nezvratny dkaz o poloze propargylové skupiny poskytuji vyskediiskané
2D NMR experimenty, jejich vyez, a to konkrétn vy ez z HMBC NMR spektra,

je uveden n®brazku 9.
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Obrazek 9.2D NMR spektrum sloweniny5a

Je mo né vidt, e geminalni atomy vodiku z (—GH) koreluji nejen se zbylymi
atomy uhliku propargylové skupiny, ale i s C-8aC&. Ztchto fakt jasn plyne,

e byl-li by propargylovy zbytek poutany @s atom kysliku k C-2, byla by korelace
geminalnich atom vodiku s C-8a pivazebn4, co je i p pohledu na jeji intenzitu
absolutn vylou ena.

Aby bylo mo né pipravit N-propargylovy derivat sloenim 4b a 4d je nutné
ve vychozim substratu nejprve hydroxylovou skupouhranit, a to z drodu pomrn
snadné substituce atomu vodiku hydroxylové skumirignarniho alkoholu, alkylaimi

inidly. Tato zastita sloweniny 4d byla provedena hojnpou ivanou smsi acetanhydridu

Vv pyridinu.
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OH OAc
O /4(/ 0] /4(/

N_ N NN R. doba Produkt
~N Ac,0 N [min] 8 (%)
Ph _— Ph
N0 Py N 60 8b (85)
H H

lab. tep. O
4d 8b

Schéma 7 Acetylace 4-hydroxymethyl-3-fenylchinolin-2,4413H)-dionu 4d.

Jedna ze dvou takto ziskanych, krystalizace ipt nych slouenin 8 byla
za identickych reakich podminek, jako tomu bylo u lateka,c, podstoupena reakci
s propargylbromidem. Reakce prbba dle oekavani a slowenina 5d byla
ziskana vysokym vytkem 88 %. Bohuel se se sloaninou 5d do nynjSi doby
neuskutenily adné experimenty smujici k odstranni acetylové chranici skupiny,
ani adné ,click reakce".

Zav re nym krokem v nkolika stupové syntéze vedouci k vyteni druhého
triazolového kruhu, je by byl @pojen k atomu dusiku chinolinu methylenovym stkem
v poloze 4, byla cykloadni reakceN-propargylderivatu s vybranymi organickymi azidy.
Jeliko ,click reakci“ slouenin 3 s acetyleny byly velmi Uusgné, nebyl dvod m nit
reak ni podminky. Jejich zachovanim byly igraveny chromatograficky isté
bis-triazolové derivaty chinolin-2,4-dion6 s vyt ky p esahujici 90 %. Pouze vipad
p ipravy sloueniny6f o 30 % ni Si.

R' R2 R® R.doba Produkt

2 2

A R [min] 6 (%)
0 /4<N Q /4<N Me Ph Ph 120  6a(99)
N\ R3-N, N.\ Me Ph Bn 120  6b(97)
R’ —_— R! Me Ph 2Py 60 6¢ (93)
NS0 DMF N0 Ph Ph Ph 90  6d(94)
lab. tep. Ph Ph Bn 90  6e(92)
s N . TR Ph Ph 2Py 60  6f (56)

N=N
2-Py = =
N~

Schéma 8P iprava a strukturdl-(triazolylmethyl)-3-triazolylchinolin-2,4-dion6.
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Byly provedeny také pokusy vedouci k dalSim atkatn latkam, které jednak v sob
skryvaji znané syntetické mo nosti obmy jejich struktur a jednak zavedenim
karboxylové skupiny je do jisté miry zvySena rozpost ve vod, co by mohlo
byti vyu ito p i nasledném mikrobiologickém testovani. Bylyppaveny dv karboxylove
kyseliny, je byly ziskany oxidaci triazolovych de#it nesouci Vv poloze
4 hydroxymethylovou skupinu Jonesovynmidlem, co je roztok oxidu chromového
ve 21-H,SOy. Reakce vychlazenych, postupazkapanych roztok alkohol 4b a 4d
v acetonu a Jonesovainidla probhly v kratkém ase uvedeném veéchématu 9
s uspokojivymi vyt ky karboxylovych kyselin7. V jednom pipad a to u syntézy latky
7b byl jako vedlejSi produkt v desetinném mno stvblavan i pislusny aldehydo.
V druhém pipad, jeliko byl produkt ist ny ,pouze* krystalizaci surové ssi

z ethanolu, aldehyd izolovan nebyl.

%)

Schéma 9Syntéza 3-triazolylkarboxylovych kyselin chinod-dion 7.
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5.2 Biologické testy pipravenych slou enin

Nejen triazolové derivaty, ale i derivaty chinoljrnvelmi asto disponuji rozmanitym
mno stvim biologickych uink . Proto nas napadla mySlenka pokusit sravit
triazolové derivaty chinolindion které by mohly byt potenciéln p idavany do
kosmetickych ppravk jako konzervani inidla a mohly by tak inhibovat nebo
zastavovat mno eni grampozitivnich (G+) i gramnegdath (G) bakterii a kvasinek.
Samozejm pouze za dpokladu, e by se u nich projevil vyrazny inhibi G inek na
mikroorganizmy a sowsn, zda-li by byla prokazana jejich zdravotni nezénasd v i
u ivatel m. Tim by eliminovaly mo né zdravotni ohro eni spebitele vliivem samotnych
mikroorganizm i jejich toxickych produkt.

Pro provedeni mikrobiologickych testoyly vybrany latky, jejich struktury jsou
znéazornny vObrazku 10. Antimikrobni UGinek triazolovych slouenin byl testovan
na bakteriich Staphylococcus aureug$G+), Micrococcus luteus(G+), Pseudomonas
aeruginosa(G-) a Escherichia coli(G-). Z kvasinek byla jako reprezentativni zastupce

vybranaCandida albicans

=N o N=N N=N
N —R? N/ R? N_/—OAc
R! R? R?
N0 NS0 N
H N=N K(\ o N=N H
N

(6 R' RZ R® | 7.8 R!
Me Ph a| Me Ph Ph a| Me
Me CH,OH b| Me Ph Bn b| Ph
Ph Ph ¢| Me Ph 2-Py
Ph CH,OH d| Ph Ph  Ph

e| Ph Ph Bn

f| Ph Ph 2-Py

Obrazek 10.Struktury pou itych latek k mikrobiologickému test@ni.
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Tabulka 2. Koncentrace testovanych triazolovych derivét

XY — —_ —_
@ € g |6 — O S| = 8 T |8 = ¢ S — Y I
R S S EE3 S E|G S E|lg > & & 3 6 €
> S E DX X g |X¥ X g |X X X X £
4a 318,329 | 14,43 45,37 5,77 18,1 2,89 ,06 1,44 4,53

4b 272,259 12,34 45,37 4,94 18,1
4c 380,399 | 17,24 45,37 6,90 18,1
4d  334,329| 15,15 45,37 6,06 18,1
5a 356,377| 16,15 45,37 6,46 18,1
5c 418,447| 18,97 45,37 7,59 18,1
6a 475501 21,55 45,37 8,62 18,1
6b  489,528| 22,19 45,37 8,87 18,1
6c 476,489| 21,60 45,37 8,64 18,1
6d 537,571 24,36 45,37 9,75 18,1
6e 551,597 25,00 45,32 10,00 18,1
6f 538,559| 24,41 45,37 9,76 18,1
7a 286,243 12,97 45,37 5,19 18,1
7b  348,312| 15,79 45,37 6,31 18,1
8b 376,365| 17,06 45,37 6,82 18,1

2,47
3,45
3,03
3,23
3,79
4,31
4,44
4,32
4,87
5,00
4,88
2,59
3,16
3,41

D6 1,23 4,53
D6 1,72 4,53
D6 1,52 4,53
D6 1,62 4,53
D6 1,90 4,53
D6 2,15 4,53
D6 2,22 4,53
D6 2,16 4,53
D6 2,44 4,53
D6 2,50 4,53
D6 2,44 4,53
D6 1,30 4,53
D6 1,58 4,53
D6 1,71 4,53

W W W W w W wWw w w w w w w w w

5.2.1 Diskova difuzni metoda

Jednou z metod ke zjigti citlivosti zkouSenych mikroorganizmje difuzni metoda
s vyu itim sterilnich papirovych disk Tato metoda seadi mezi kvalitativni a je zalo ena
na naokovani jednoho mikroorganizmu na povrch média (megjastji pou ivané
médium pati Mueller-Hinton agar), kde je nasledrozlo eno nkolik papirovych disk
napustnych roztoky zkoumanych inhibich latek. Po inkubaci je zjito, zda doSlo
k vytvo eni inhibi nich zén, podpad je zm en jejich prm r.®? Vysledky test jsou

zaznamenany Vabulkach 3-7.
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Tabulka 3. Inhibi ni U inek triazlovych derivat na bakterie Staphylococcus aureus
24 h inkubace p30 °C; diskova difuzni metoda.

[r:rir(])(lzl'l] 4b 4c 4d 5a 5¢c 6a 6b 6 6d 6e 6f 7a 7b 8a
4532 - + + + + - + + + + + + + 4+ 4+
18,13 - + + + + + + 4+ + 4+ 4+ + o+ o+ o+
9,06 + + + + + + + + + + + + + + +
453 + + + + + + + + + + + + + + +

Voda + + + + + + + + + + + + + + +

DMSO + + + + + + + + + + + + + + +

+ : r st bakterii — . bez rstu bakterii

Obrazek 11.Inhibi ni G inek latky4ap i koncentracich 45,32 mmol/l

a 18,13 mmol/l na bakterketaphylococcus aureus
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Obrazek 12.Inhibi ni G inek latky5c p i koncentraci
45,32 mmol/l na bakteri8taphylococcus aureus

Tabulka 4. Inhibi ni U inek triazlovych derivat na bakterie Micrococcus luteus

48 h inkubace p30 °C; diskova difuzni metoda.

[r:rir(])(lzl'l] 4b 4c 4d 5a 5¢c 6a 6b 6 6d 6e 6f 7a 7b 8a
4532 - + + + + - + + + + + + + 4+ 4+
18,13 + + + + + + + + + + + + + + +
9,06 + + + + + + + + + + + + + + +
4,53 + + + + + + + + + + o+ o+ o+ o+ o+
Voda + + + + 4+ + 4+ + 4+ + o+ o+ o+ o+ o+

DMSO + + + + + + + + + + + + + + o+

+ : r st bakterii — . bez rstu bakterii
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Obrazek 13.Inhibi ni G inek latky4ap i koncentraci

45,32 mmol/l na bakteri®licrococcus luteus

Obrazek 14.Inhibi ni U inek latky5c p i koncentraci

45,32 mmol/l na bakteri®licrococcus luteus
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Tabulka 5. Inhibi ni G inek triazlovych derivat na bakteriePseudomonas aerugingsa

24 h inkubace p30 °C; diskova difuzni metoda.

Konc.

— 4b 4c 4d 5a 5¢c 6a 6b 6 6d 6e 6f 7a 7b 8a
45,32 + + + + 4+ - + + o+ + + + o+ o+
18,13 + + + + + - 4+ + + + + + + +

9,06 + + + + + -  + + + + + + + +

4,53 + + + + + + + + + + + + + + +

Voda + + + + 4+ + 4+ + 4+ + o+ o+ o+ o+ O+
DMSO + + + + + + + + + + + + + + +

+ : r st bakterii

— . bez rstu bakterii

Obrazek 15.Inhibi ni G inek latky5c p i koncentracich 45,32 mmol/l,

18,13 mmol/l a 9,06 mmol/l na bakteRseudomonas aeruginasa
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Tabulka 6. Inhibi ni U inek triazlovych derivat na bakterie Escherichia coli
24 h inkubace p30 °C; diskova difuzni metoda.

Konc.
4a 4b 4c 4d 5a 5c 6a 6b 6 6d 6 6f 7a 7b 8a
[mmol/1]

45,32 + + + + 4+ - + + + + + o+ o+ - o+
18,13 + + + + + - + + + + + + + + +

9,06 + + + + + + + + + + + + + + +
4,53 + + + + + + + + + + + + + + +
Voda +  + o+ + + + o+ 4+ + + + + o+ o+ +
DMSO + + + + + + + + + + + + + + +

+ : r st bakterii — . bez rstu bakterii

Obrazek 16.Inhibi ni G inek latky5c p i koncentracich
45,32 mmol/l a 18,13 mmol/l na baktekscherichia coli



UTB ve Zlin , Fakulta technologicka 55

Obrazek 17 Inhibi ni G inek latky7b p i koncentraci
45,32 mmol/l na bakteriéscherichia coli

Tabulka 7. Inhibi ni G inek triazlovych derivat na kvasinky Candida albicans

24 h inkubace ppokojové teplot v temnu; diskova difuzni metoda.

[r:rir(])(l:l'l] 4b 4c 4d 5a 5¢c 6a 6b 6 6d 6e 6f 7a 7b 8a
45,32 + + + + + + + + + + + + + + 4+
18,13 + + + + + + + + + + + + + + +
9,06 + + + + + + + + + + + + + + +
4,53 + + + + + + + + + + o+ o+ o+ o+ o+

Voda + + + + + + + + + + + + + + +

DMSO + + + + + + + + + + + + + + o+

+:r st kvasinek —: bez rstu kvasinek
K vytvo eni inhibi nich zén doSlo pouze v kolika pipadech. Triazolovy derivat
4amirn  inhiboval rst bakterii Micrococcus luteus v nejvysSi  koncentraci,
tj. 45,32 mmol/l. K vysSimu inhibnimu Ginku na bakterieMicrococcus luteusdoslo
p i aplikaci latky 5¢ v koncentraci 45,32 mmol/l. Bt bakterii Staphyloccocus aureus
inhibuje latkada v koncentracich 45,32 mmol/l a 18,13 mmol/l addk jen v koncentraci
45,32 mmol/l. K zastaveni stu koliformnich bakteriEscherichia colidoSlo pi aplikaci
latky 7b v koncentraci 45,32 mmol/l. Derivabc inhiboval r st Escherichia coli

ji p ikoncentraci 18,13 mmol/l a 45,32 mmol/l. Zastdvenstu bylo zaznamenano
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u bakterii Pseudomonas aeruginos@i koncentracich 45,32 mmol/l, 18,13 mmol/l
a 9,06 mmol/l latkybc. Antifungélni Ginek adné z latek nebyl zaznamenén, jeliko nebyl
zastaven rst kvasinekCandida albicansani jednou z testovanych latek. Obedre ici,

e nejvice antibakterialnaktivni jsou latkyla, 5¢ca7b.

V t8i a lépe okem pozorovatelné inhifi zony byly vytvoeny na ivné pd
nao kované mikroorganizmervlicrococcus luteuskde byl prm r zény latky5¢c 5 mm.
DalSi vtSi inhibini zbéna vznikla okolo latky4a pi nejv tSi koncentraci
naStaphyloccoccus aureu®statni vytvoené inhibini zony byly jen malé prstence okolo

papirového disku v rozmezi 1-2 mm.

5.2.2 Jamkova difuzni metoda

Druha zvolena metoda je dostate rychla a citliva. Jeji velkou vyhodou je, e neni
nutno dodr et sterilni podminky p praci s testovanou latkou, proto e difuzeinné
konzervani latky neni nijak ovlivhna ostatnimi ppadnymi latkami. Nevyhodou je
pak narona a pracna jprava jamek a mo né vyliti testované latkyi pnanipulaci

s miskam?*® Vysledky testovani latek touto metodou jsou uvgdefabulkach 8-12

Tabulka 8. Inhibi ni U inek triazlovych derivat na bakterie Staphylococcus aureus

24 h inkubace p30 °C; jamkové difuzni metoda.

[r:::(])(l:/'l] 4b 4c 4d 5a 5¢c 6a 6b 6 6d 6e 6f 7a 7b 8a
45,32 + + + + + + + + + + + + + + 4+
18,13 + + + + + + + + + + + + + + +
9,06 + + + + + + + + + + + + + + +
4,53 + + + + + + + + + + o+ o+ o+ o+ o+

Voda + + + + + + + + + + + + + + +

DMSO + + + + + + + + + + + + + 4+ o+

+ : r st bakterii —: bez rstu bakterii
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Tabulka 9. Inhibi ni U inek triazlovych derivat na bakterie Micrococcus luteus

48 h inkubace p 30 °C; jamkova difuzni metoda.

[r:rir(])(lzl'l] 4b 4c 4d 5a 5¢c 6a 6b 6 6d 6e 6f 7a 7b 8a
45,32 + + + + + + + + + + + + + + 4+
18,13 + + + + + + + + + + + + + + +
9,06 + + + + + + + + + + + + + + +
453 + + + + + + + + + + + + + + +

Voda + + + + + + + 4+ + + + + + + +

DMSO + + + + + + + 4+ + + + 4+ + o+

+ : r st bakterii — . bez rstu bakterii

Tabulka 10. Inhibi ni U inek triazlovych derivat na bakteriePseudomonas aerugingsa

24 h inkubace p30 °C; jamkové difuzni metoda.

[r:rir(])(lzl'l] 4b 4c 4d 5a 5¢c 6a 6b 6 6d 6e 6f 7a 7b 8a
45,32 + + + + + + + + + + + + + + 4+
18,13 + + + + + + + + + + + + + + +
9,06 + + + + + + + + + + + + + + +
4,53 + + + + + + + + + + + + + + +
Voda + + + + 4+ + 4+ + 4+ + o+ o+ o+ o+ o+
DMSO + + + + + + + + + + + + + + +

+ : r st bakterii — . bez rstu bakterii
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Tabulka 11. Inhibi ni G inek triazlovych derivat na bakterie Escherichia coli
24 h inkubace p30 °C; jamkova difuzni metoda.

[r:rir(])(lzl'l] 4b 4c 4d 5a 5¢c 6a 6b 6 6d 6e 6f 7a 7b 8a
45,32 + + + + + + + + + + + + + + 4+
18,13 + + + + + + + + + + + + + + +
9,06 + + + + + + + + + + + + + + +
453 + + + + + + + + + + + + + + +
Voda + + + + 4+ + 4+ + 4+ + o+ o+ o+ o+ o+

DMSO + + + + + + + + + + + + + + +

+ : r st bakterii — . bez rstu bakterii

Tabulka 12. Inhibi ni U inek triazlovych derivat na kvasinky Candida albicans

24 h inkubace ppokojové teplot v temnu; jamkova difuzni metoda.

[r:rir(])(lzl'l] 4b 4c 4d 5a 5¢c 6a 6b 6 6d 6e 6f 7a 7b 8a
45,32 + + + + + + + + + + + + + + 4+
18,13 + + + + + + + + + + + + + + +
9,06 + + + + + + + + + + + + + + +
4,53 + + + + + + + + + + + + + + +

Voda + + + + + + + + + + + + + + +
+ o+

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

DMSO +

+ : r st kvasinek

—: bez rstu kvasinek

Pi testovani inhibinich Uink triazolovych derivat jamkovou difuzni metodou
nebyla zjistna &dn& koncentrace ani jedné testované latkysaktey inhibovala rst
zkoumanych bakterii nebo kvasinek. Po celém povedmru i kolem vyezanych jamek
dochazelo k neomezenémustu mikroorganizm. Vyjimkou byl Micrococcus luteus
ktery tvoil samostatné kolonie. Tato metoda je cifj§i pi testovani na ter agarove
p d. Je monost, e agaru bylo s mnoho a latka nenaplnila celou jamku. Citlivos

by se dala zvysit také t8i koncentraci latkyi pipetovanim vtSiho objemu do jamky.
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Srovnani metod

Malad uspsSnost provedenych metod ma byt zp sobena nizkymi koncentracemi
testovanych latek nebo bylyipraveny piliS koncentrované suspenze mikroorganizm
které bylo poteba vice zdit a sni it tak poet ivotaschopnych bakterii nebo kvasinek
ve vytvoené suspenzi v daném objemu. Z vysledke ici, e Usp3njsi a citliv jSi
v testovani byla diskova difuzni metoda, kde dds§lo/tvo eni inhibi nich zén u vSech
bakterialnich kultur alespojednou testovanou latkou. Bt kvasinekCandida albicans
neinhibovala adna z latek.

Usp Snost diskové difuzni metody je dana tim, e papjréiltr nasakly testovanou
latkou byl v pimém kontaktu s ivnou pdou, na které byly na&ovany mikroorganizmy.
V jamkové difuzni metod je mikroorganizmus rozptylen v zatuhlém agaru stoeana
latka tak nemusi byt v bezprastinim kontaktu s mikroorganizmem, ale difundujezekr

ivnou p du s rozmichanou fslusnou kulturou.
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6. CHARAKTERISTIKA P ISTROJOVEHO VYBAVENI A INSTRUMENTALNICH

METOD

RozpouStdla a reagenty jsou komeho pvodu firmy Sigma Aldrich.
Pou ita praSkova m pi p iprav triazol m la velikost zrn 0,2—-0,7 mm iétota 99,9 %;
Fluka). Monitorovani prb hu reakci bylo pomoci chromatografie na tenké vr§tL.C),
pro kterou byly pouity komemi hlinikové folie s nanesenou vrstvou silikagelu
(Alugram® SIL G/UV254; 220-240 mesh; Macherey-Nagepou itim fluorescemiho
indikatoru pro UV 254 nm. Ve sloupcové chromatograbyl pouit silikagel
Fluka Silica gel 60, 220-440 mesh. Teploty taniybghm eny na Koflerov bloku
a nejsou nijak korigovany. Technikou KBr tablet dyim ena infraervena spektra
na spektrometru Nicolet iS10 Avatar 380. NMR spekbyla m ena pi frekvencich
500,13 MHz {H) a 125,77 MHz €C), pi pouiti tetramethylsilanu jako vnihiho
standardu ap teplot 296 K na spektrometru Bruker Avance 111500 MHz.
Chemické posuny jsou vyjaehy ve stupnicid ppm. Multiplicity jsou oznaeny takto:

s (singlet), d (doublet), dd (doublet doubletu)dddoublet doubletu doubletu), t (triplet),
m (multiplet), br (rozSeny). Objasovani struktury a p azeni protonovych a uhlikovych
signél bylo provedeno pomoci 2D NMR spektralnich anafy#—H gs-COSY,*H-"°C
gs-HSQC d8H-C gs-HMBC). Oznaeni jednotlivych signal vodikovych a uhlikovych
atom ve vypisu NMR spekter bylo provedeno systematiclogna enim kruh tvo icich
substituenty chinolinového skeletu pismeny a jejitslovanim dle pravidel IUPAC.
Hmotnostni spektra a hmotnostni spektra s vysokymzliSenim byla zmena
na zaizenich VG-Analytical AutospecQ a Q-TOF Premier. dfnostni spektra
S narazovou ionizaci byla znena na  spektrometru GC-MS < QP2010
Shimadzu s DI sondou pro termodesorpci latek do °80a s GC kolonou
Supelco SLB-MS (30 m, 0,25 mm), ippou iti helia jako nosného plynu s konstantni
linearni rychlosti 38 crs®. Nam en& data jsou uvedena jakwz (relativni intenzita).
Elementarni analyza sloenin (C, H, N) byla uskut& na na pistroji Flash EA 1112

Automatic Elemental Analyzer (Thermo Fisher Sci@ntnc.).
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7. DETAILNI POPIS SYNTETICKYCH POSTUP A STRUKTURNI

CHARAKTERISTIKY P IPRAVENYCH SLOU ENIN

7.1 Syntéza 4-hydroxychinolin-2(H)-on 1

Sms anilinu (200 mmol) a diethyl-methylmalonatu (Ihénol)
nebo diethyl-fenylmalonatu (110 mmol) byla Ziaina v bace, ktera byla spojena 10 cm
trubici s destilanim nastavcem opa&nym trubici pro odvod vznikajiciho EtOH.
Podle rychlosti destilace uvalvaného EtOH byla teplota kovové lazrpostupn
zvySovana od 150 °C do 300 °C. Reakce byla uémoa ve chvili, kdy nebyl pozorovan
dalSi pir stek oddestilovaného EtOH. Takto ziskané velmi girtaveniny produkt
a zbylych nezreagovanych vychozich latek byly z&kéadpiblin 300 °C) opatrn nality
do 200 ml toluenu, kde se ihned vylda pevna krystalicka hmota, ktera byla za varu
n kolikrat macerovana toluenem (3 x 100 ml). Pevniéaldyla rozpusSiha v 0,5 NaOH
(300 ml), k roztoku bylo pdano aktivni uhli (dv laboratorni | ice). Ziskana suspenze byla
10 min michana, nasledibyla pefiltrovana. Po slabém okyseleni prakticky bezbiaové
filtratu 10% HCI doslo k vyloueni jemného bilého surového produktu. Surovy produk
byl p efiltrovan pes fritu, opakovan promyt vodou do neutralnihaHfiltratu, vysusen

a za horka ekrystalizovan z EtOH nebo z AcOH.

3-Methyl-4-hydroxychinolin-2(1H)-on (1a)

Bezbarva pevna latka, £ 270273 °C (EtOH)/it. 274-275°C" ¢ % \3Me
(EtOH), vyt ek: 61 % (krystal. 57 %);Ri=0,10 (5% EtOH v 7
CHCl); R = 0,24 (10 % EtOH v CHG).

Mgx = 175,0633
| spektrum (tableta KBr), cin 1643, 1607, 1501, 1478, 1403w + H* = 176,0706
1342, 1284, 1274, 1225, 1160, 752.
'H NMR spektrum (CDG), ppm:d 2,02 (s, 3H, C-3-C¥); 7,15 (ddd, 1H, H-6); 7,27
(d, 1H, H-8); 7,44 (ddd, 1H, H-7); 7,89 (dd, 1H,54-10,13 (br s, 1H, C-4-0OH); 11,36
(br s, 1H, NH).
3C NMR spektrum (CDG), ppm:d 9,4; 106,8; 114,8; 115,4; 121,0; 122.4; 129,6;,237
157,1; 163,8.
GC-EI-MS (n/z %): 51(6), 65(11), 77(9), 91(6), 92(24), 93(13018(5), 119(30),
120(57), 128(6), 146(23), 147(6), 174(11), 175(00), 176(11).
HRMS (ESI+) pro GH1gNO," ([M+H]™) vypo teno: 176,0706; nalezeno: 176,0709.

8a N 20
8 T H
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Pro GoHgNO:: vypo teno: 6856% C 518 %H 8,00 % N
nalezeno: 6852%C 516%H 7,81 % N

3-Fenyl-4-hydroxychinolin-2(1H)-on (1b)

Bezbarva pevna latka; = 320-328C (AcOH), lit. 318 °C*
(AcOH), 325-327 °€ (DMF); vyt ek: 91 % (krystal. 83 %); 7
R = 0,41 (10 % EtOH v CHG).

| spektrum (tableta KBr), cth 3286, 2964, 1645, 1588, 1497
1407, 1366, 1289, 1112, 875, 854, 757, 696, 663, 551, 456, 476.
'H NMR spektrum (CDG), ppm:d 7,16-7,21 (m, 1H); 7,28-7,33 (m, 2H); 7,37-7,43
(m, 4H); 7,49-7,53 (m, 1H); 7,96 (dd, 1H, H-5); 1O, (brs, 1H, C-4-OH); 11,49
(br's, 1H, NH).

3C NMR spektrum (CDG), ppm:d 112,6; 114,9; 115,4; 121,1; 123,1; 126,9; 127,7;
130,6; 131,2; 133,4; 138,0; 157,3; 162,7.

HRMS (ESI+) pro GsH1:NO," ([M+H]™) vypo teno: 238,0863; nalezeno: 238,0864.

Mgy = 237,0790
M + HJ" = 238,0863

7.2 Syntéza 3-chlorchinolin-2,4(H,3H)-dion 2

K vytemperované (teplota reali smsi udr ovana v rozmezi 45-50 °C) bilé suspenzi
4-hydroxychinolonu1 (15 mmol) ve 45 ml dioxanu bylo bem 10 min gkapano
3 ml (37,5 mmol) SECl, avznikly luty reakni roztok byl dale po dobu uvedenou
ve Schématu 3 michan pi teplot 45-50 °C. Poté byl roztok ochlazen na laboratorni
teplotu a nalit na 600 ml ledovédt , kde se vylouilo zna né mno stvi pevné Iuté latky.
Po rozpusii veSkerého ledu byla suspenzeefiitrovana pes fritu, promyta vodou
do neutralniho i filtratu a vysuSena. Takto byl ziskan prvni poslirového produktu.
Veskeré vodné podily byly spojeny a extrahovany 8 ml CHC}. Organické podily
z extrakce byly spojeny, vysuSeny J8&, p efiltrovany a odpany na RVO, im byl
ziskan druhy surovy produkt. Krystalizaci spojenganovych produkt z Be byly ziskany

isté sloueniny2a,b.
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3-Chlor-3-methylchinolin-2,4(1H,3H)-dion (2a)

0
5 4
luta krystalicka latka, {=178-181°C (Be), lit. 172 °C® 6@?&“&6
vyt ek: 94 % (krystal. 89 %);R =0,63 (10 % EtOH v CHG); ’ 5 8a|r:1| 2>0
R = 0,52 (30 % EtOAc v CHG). Mgy = 209,0244
=210,0316

| spektrum (tableta KBr), ¢t 3203, 3072, 3004, 2941, 2348, 17084+ HI'
1674, 1614, 1600, 1511, 1439, 1379, 1255, 12396,11650, 966, 917, 770, 665, 601,
440.
'H NMR spektrum (CDG), ppm:d 1,99 (s, 3H, —C#); 7,06 (d, 1H, H-8); 7,22 (dd, 1H,
H-6); 7,62 (ddd, 1H, H-7); 8,02 (d, 1H, H-5); 9,&1 1H, —NH).
13C NMR spektrum (CDG), ppm:d 20,99 (-CH); 62,65 (C-3), 116,52; 117,91 (C-4a);
124,34; 128,95; 136,63; 139,40 (C-8a); 169,08; 288,
GC-EI-MS (n/z %): 50(6), 51(6), 55(12), 63(12), 64(13), 65(10%(7), 77(12), 89(7),
90(13), 91(15), 92(32), 117(11), 118(8), 119(5920(18), 128(17), 146(68), 147(7),
174(36), 175(15), 208(18), 209{M100), 210(17), 211(33), 212(4).
HRMS (ESI+) pro GoHsCINO," ([M+H] ™) vypo teno: 210,0316; nalezeno: 210,0313.
Pro GoHsCINO:: vypo teno: 57,30% C 3,85%H 6,68 % N

nalezeno: 57,64% C 3,90%H 6,47 % N

3-Chlor-3-fenylchinolin-2,4(1H,3H)-dion (2b)

Bezbarva krystalicka latka; = 180-182°C (Be), lit. 181 °C”,

178-180 T (EtOH), vyt ek: 98 % (krystal. 96 %):R; = 0,57

(30 % EtOAc v CHGJ), R = 0,48 (5 % EtOH v CHG).

| spektrum (tableta KBr), cth 3201, 3137, 2992, 2925, 2872, Mex. =271,0400
M + H]" = 272,0473

1612, 1595, 1485, 1364, 1318, 1251, 1224, 1159, 908, 778,

755, 690, 664, 607, 512, 440.

Pro GsH1oCINO,:  vypoteno: 66,31% C 3,71%H 5,16 % N

nalezeno: 66,07 % C 3,62%H 529 % N
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7.3 Syntéza 3-azidochinolin-2,4(#,3H)-dion 3

K intenzivn michanému roztoku 3-chlorchinolin-2,4{BH)-dionu 2 (40 mmol)
ve 200 ml DMF bylo za laboratorni teploty Hem 10 min postupn p isypano
60 mmol NaN. Reakni sms byla 2 h intenzivnmichana za laboratorni teploty v temnu.
Po ukoneni reakce byl nazelenaly roztok nalit na 500 mibie tist , kde okam it doSlo
k vylou eni velkého mno stvi surového produkt® ktery byl po rozpushi ledu
odfiltrovan pes fritu, d kladn promyt vodou a vysuSen v susariWeskeré vodné podily
byly p evedeny do di ky a extrahovany 4 x 30 ml CHLIOrganické podily po extrakci
byly spojeny, vysuSeny N8O, a odpaeny na RVO @ 47 °C. Dimethylformamid
byl z baky odpaovan jako azeotropickd sm s toluenem. Jeliko byly oba surové
produkty stejné kvality, byly spojeny agkrystalizovany z Be,im byly ziskany isté
krystalické produktyda,b.

3-Azido-3-methylchinolin-2,4(1H,3H)-dion (3a) 0O

243 4 3 _Me

L , 6
Bila krystalicka latka, (&= 158-161 °C (Be); vytek: 98 % N,
! 5 8aH 2>0

(krystal. 84 %)R: = 0,24 (20 % EtOAc v BeRk = 0,30 (38 % EtOAc
v PE);R = 0,56 (30 % EtOAC v CHG). [MM+EXHF 31261'3,6;7720
| spektrum (tableta KBr), ¢ 3368, 3204, 3005, 2938, 2879, 2348,
2109, 1709, 1614, 1598, 1509, 1485, 1437, 139%5,1PB7, 982, 851, 755, 612, 460.
'H NMR spektrum (CDG), ppm:d 1,86 (s, 3H, —CH); 7,10 (d, 1H, H-8); 7,23 (dd, 1H,
H-6); 7,63 (ddd, 1H, H-7); 7,98 (d, 1H, H-5); 9,88 s, 1H, —NH).
3C NMR spektrum (CDG), ppm: d 23,43 (-CH); 69,83 (C-3); 77,00; 116,75; 117,87
(C-4a); 124,43; 128,47; 137,01; 139,87 (C-8a); 401C-2); 191,57 (C-4).
GC-EI-MS (/z %): 42(5), 50(6), 63(9), 64(12), 76(7), 91(112(3b), 119(100),
120(11), 146(6), 147(15), 216(2), 217(0,24).
HRMS (ESI+) pro GoHoN4O," ([M+H] ™) vypo teno: 217,0720; nalezeno: 217,0724.
Pro GoHgN4O:: vypo teno: 5555%C 3,73%H 2591 %N
nalezeno: 5581%C 3,77 % H 26,29 % N
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3-Azido-3-fenylchinolin-2,4(1H,3H)-dion (3b)

Na loutla krystalicka latka,ti = 186-189C (Be), lit. 173-
181 °C®% vyt ek: 98 % (krystal. 96 %);R=0,70 (5% EtOH -
v CHCL), R = 0,64 (2 % EtOH v CHG).
Mgy = 278,0804

| spektrum (tableta KBr), cth 3243, 3065, 2921, 2495, 2104w + Hy* = 279,0877
1705, 1685, 1611, 1596, 1484, 1447, 1355, 12559,1PP59, 1073, 1029, 962, 922, 877,
773,744,671, 611, 550, 445.
Pro GsHioN4Os: vypo teno: 64,74% C  3,62%H 20,13% N

nalezeno: 6454% C 3,56 % H 20,38 % N

7.4 Syntéza 3-triazolylchinolin-2,4(H,3H)-dion 4

Kintenzivn michané suspenzi 3-azidochinolin-2K4(3H)-dionu 3 (12 mmol),
CuSQ 5 H,O (1,2 mmol) a prédSkové Cu (24 mmol) ve 24 ml DM@ ba laboratorni
teploty pikapan roztok propargylalkoholu (12,6 mmol) nebaylacetylenu (12,6 mmol)
ve 4 ml DMF. Reakni sms byla dale michana v temnui jaboratorni teplot po dobu
uvedenou vé&chématu5 Nasledn byl do hndo erné reakni smsi pidan
NH4COs (36 mmol) a 12 ml vody. VSe bylo 10 minut michdnmalito na GUzkou kolonu
(pr m r 1 cm, vysSka silikagelu 20 cm) s 15 g silikagehe, které byl organicky podil
vymyt cca 450 ml snsi CHCHELOH (9/1;v/v). luty eluent z kolony byl opakovan
extrahovan (6 x 50 ml) nasycenym roztokem 48H Organicka faze byla vysuSena
bezvodym NgSQO,, p efiltrovana a odp&na na RVO do sucha. Surové produkty
byly spojeny a pekrystalizovany z EtOH,im byly ziskany isté produktyla—d

3-Methyl-3-(4-fenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)chinolin-2,4(1H,3H)-dion (4a)

Bila pevnd latka, (& 217-219 °C (EtOH); wytek: 95 %

(krystal. 81 %); Rr=0,12 (38 % EtOAc v Hex);R=0,35

(30 % EtOAc v CHG); R = 0,56 (10 % EtOH v CHG). g
| spektrum (tableta KBr), ¢ 3137, 2983, 2856, 1713, 168:5@6& ~
1612, 1501, 1483, 1430, 1386, 1355, 1238, 11559,10823, !

977, 808, 794, 759, 690, 594, 520, 449. |

w 01,
(1* 1o ., .
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'H NMR spektrum (DMSO), pprd 2,15 (s, 3H, —CH); 7,17—7,30 (m, 2H, H-6 a H-8);
7,36 (dd, 1H, H-B4); 7,48 (dd, 2H, H-B3 a H-B5)7@,(ddd, 1H, H-7); 7,84-7,89 (m, 3H,
H-5, H-B2 a H-B6); 8,89 (s, 1H, H-A5); 11,48 (s, IN1-H).
13C NMR spektrum (DMSO), ppnd 23,12 (-CH), 72,16 (C-3); 116,97 (C-6 nebo C-8);
117,34 (C-4a); 122,37 (C-A5); 123,45 (C-6 nebo C45,08 (C-B2 a C-B6); 127,65
(C-5); 127,99 (C-B4); 129,00 (C-B3, C-B5); 130,55B1); 137,32 (C-7); 141,59 (C-8a);
145,80 (C-A4); 168,51 (C-2); 190,69 (C-4).
HRMS (ESI+) pro GgH1sN4O>" ([M+H]™) vypo teno: 319,1190; nalezeno: 319,1188.
Pro GgH14N4Os: vypo teno: 6791%C 443%H 17,60 % N

nalezeno: 67,80% C 4,47 % H 17,89 % N

3-[4-(Hydroxymethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-3-methylchinolin-2,4(1H,3H)-dion (4b)

Bila pevna latka, (& 189-191 °C (EtOH); vytek: 99 % OH
(krystal. 83 %)R = 0,12 (38 % EtOAC v HexR =035 (30% O fﬁfg
EtOAc v CHC}); Rr= 0,56 (10 % EtOH v CHG). 6@6&3}5
| spektrum (tableta KBr), cih 3449, 3148, 2919, 1730, 1613, % N2%0
1509, 1486, 1377, 1325, 1277, 1190, 1051, 1008, 843, 814, ., = 272,0909
750, 666, 591, 484, 428. [M+ HJ" = 273,0082
'H NMR spektrum (DMSO), ppmd 2,08 (s, 3H, —Ck); 4,55 (d, 2H, —€l,—OH); 5,28
(t, 1H, -CH~OH); 7,13-7,29 (m, 2H, H-6 a H-8); 7,73 (ddd, 1H, }4-7,83 (dd, 1H, H-5);
8,26 (s, 1H, H-Ab); 11,39 (s, 1H, N1-H).
3¢ NMR spektrum (DMSO), ppmd 23,11 (-CH); 55,01 (~CH-OH); 71,91 (C-3);
116,88 (C-6 nebo C-8); 117,50 (C-4a); 123,29 (CebanC-8); 123,69 (C-A5); 127,55
(C-5); 137,10 (C-7); 141,59 (C-8a); 147,33 (C-A1H8,69 (C-2); 190,79 (C-4).
HRMS (ESI+) pro GsH13N403" ([M+H]™) vypo teno: 273,0982; nalezeno: 273,0981.
Pro GsHi2N4Os: vypo teno: 57,35% C 444 %H 20,58 % N

nalezeno: 57,20% C 4,42 %H 20,83 % N
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3-Fenyl-3-(4-fenyl-H-1,2,3-triazol-1-yl)chinolin-2,4(1H,3H)-dion (4c)

Bila krystalick& latka, (&= 280-283 °C (EtOH); 3_4
vyt ek: 86 % (krystal. 78 %);R = 0,33 (38 % EtOAc v PE); 2
R=0,37 (30% EtOAc vCHG), R=0,23 (5% EtOH o 5>

3
1
v CHCl). G&EN\ /'2N
Ph
| spektrum (tableta KBr), cth 3275, 3169, 3060, 2915, 1969, Z8N2Y0

1824, 1721, 1613, 1595, 1485, 1424, 1353, 12314,11818, Moy, = 3801273
1059, 972, 871, 854, 756, 698, 607, 521, 439. [M + H]" = 381,1346
'H NMR (DMSO), ppm: 7,12 (d, 1H, H-8); 7,18 (ddd, 1H, H-6); 7,34 (ddé, H—CA4);
7,40—7,48 (m, 4H, H-A2, H-A6, H-C3 a H-C5); 7,4%% (m, 3H, H-A3, H-A4 a H-A5);
7,64 (ddd, 1H, H-7)7,83 (dd, 2H, H-C2 a H-C6); 7,86 (dd, 1H, H-5);8(4, 1H, H-B5);
11,68 (s, 1H, N1-H).
13C NMR (DMSO), ppm: 80,00 (C-3); 116,69 (C-8); 119,13 (C-4a); 123,&LRE5);
123,51 (C-6); 125,15 (C-C2 a C-C6); 127,56 (C-2)7,93 (C-C4); 128,85 (C-A2 a C-Ab6
nebo C-C3 a C-C5); 128,95 (C-A2 a C-A6 nebo C-0O3-@5); 129,58 (C-A3 a C-Ab);
129,92 (C-Al); 130,51 (C-Cl); 130,56 (C-A4); 136,@5-7); 140,50 (C-8a); 145,32
(C-B4); 166,79 (C-2), 188,91 (C-4).
HRMS (ESI+) pro GsH17N4O>" ([M+H]™) vypo teno: 381,1346; nalezeno: 381,1341.
Pro GsH1gN4Os: vypo teno: 72,62 % C 4,24 % H 14,73 % N

nalezeno: 72,40% C 4,23%H 14,90 % N

\

z

3-[4-(Hydroxymethyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-3-fenylchinolin-2,4(1H,3H)-dion (4d)

Bila pevna latka, (&£139-143 °C (EtOH); vytek: 98 % OH
(krystal. 91 %)R¢ = 0,27 (10 % EtOH v CHG). s T, ffé}{

| spektrum (tableta KBr), cth 3136, 3057, 2988, 2925, 286@@%&?,}“5
2348, 1724, 1692, 1613, 1593, 1485, 1438, 1353812204, ' sIN"270

857, 769, 665, 603, 519, 439. Mex, = 334,1066

4 NMR spektrum (CDG), ppm: d4,52 (d, 2H, —Gl,—OH); M *HI"=3351139

5,22 (t, 1H, —CH-OH); 7,09 (d, 1H, H-8); 7,15 (ddd, 1H, H-6); 7,32- @n, 2H, H-A2
a H-AB); 7,46-7,54 (m, 3H, H-A3, H-A5 a H-A4); 7,§ddd, 1H, H-7); 7,77 (s, 1H,
H-B5); 7,83 (dd, 1H, H-5); 11,60 (s, 1H, N1-H).

13C NMR spektrum (DMSO), ppm: 54,98 (~CH-OH); 79,64 (C-3); 116,64 (C-8);
119,19 (C-4a); 123,40 (C-6); 124,73 (C-B5); 127(@%); 128,77 (C-A2 a C-AB); 129,54
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(C-A3 a C-A5); 130,19 (C-Al); 130,51 (C-A4); 136,83-7); 140,53 (C-8a); 146,81
(C-B4); 166,83 (C-2); 188,96 (C-4).

GC-EI-MS (n/z %): 51(9), 65(6), 76(11), 77(34), 89(8), 90(192(23), 102(5), 103(16),
104(23), 119(15), 120(33), 128(17), 129(6), 130(11H2(12), 153(6), 158(11), 165(7),
180(20), 181(6), 190(7), 208(18), 218(35), 219(&0(7), 235(6), 236(100), 237(50),
238(8), 247(27), 248(9), 249(30), 250(10), 275(18j6(7), 277(7), 278(7), 288(16),
289(7), 305(37), 306(11), 334(4), 335(1).

HRMS (ESI+) pro GsHisN4O3" ([M+H]™) vypo teno: 335,1139; nalezeno: 335,1138.

7.5 SyntézaN-propargyl-3-triazolylchinolin-2,4(1H,3H)-dion 5

lutéa suspenze vznikla smichanim 3-triazolylochimeR,4(1H,3H)-dion 4a nebo4c
(1,5 mmol) a KCO; (4,5 mmol) v10 ml DMF byla poas uvedeny v8chématu 6
michana za laboratorni teploty,i gm reak ni suspenze lehce ztmavla a zoranlav
Poté byl k suspenzi hem 1 minuty nakapan roztok propargylbromidu (2,8nat)
v5 ml DMF. Takto vnikla reakni sms byla poté michana po dobu uvedenou
ve Schématu 6 Po ukoneni reakce, sns bylo DMF odstramo opakovanym 2 ovanim
reak ni smsi toluenem a odpavanim na RVO p teplot 49 °C. Pevny sule hn dy
odparek byl rozpush v emulzi CHC} (70 ml) v 0,5v-HCI (16 ml), pi em dochéazelo
k uvol ovani CQ. Emulze byla gelita do dli ky, vSe bylo zed no 50 ml HO, promiseno
a organickd vrstva byla odéna. Vodna faze byla extrahovana CEQ8 x 40 ml).
Organické podily byly spojeny, vysuSeny 8@y, p efiltrovany a odpany na RVO.
Krystalizaci surového produktu z Be nebo EtOAc kimiisté sloueniny5a,c.

Slou enina 5d byla pipravena smichanim roztoku 3-triazolylchinolin-2liénu 8b
(2 mmol) v 5 ml DMF a KCO; (3 mmol). Ziskana luta suspenze byla 40 min mighpi
laboratorni teplot a k suspenzi jkapan roztok propargylbromidu (1,5 mmol) ve 3 ml
DMF. Vznikla reakni sms byla 2,5 hodiny michanaipaboratorni teplot, poté byla
nalita do 150 ml ledové vody. Opalescenroztok byl peveden do di ky a extrahovan
CHCI; (5 x 75 ml). Organicképodily byly spojeny, vysuSeny B&QO,, p efiltrovany
aodpaeny na RVO do sucha. Dimethylformamid byl vyhnabazky odpaovanim
s toluenem (3 x50 ml). Vodny podil byl nasledextrahovan EtOAc (4 x 75 ml).
Organické podily byly spojeny, vysuSeny 8@y, p efiltrovany a odpany na RVO

do suchaDimethylformamid byl vyhnan z b&y odpaovanim s toluenem (3 x 50 ml).
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Oba dva surové produkty byly spojeny, rozpomgtve vroucim EtOAc a byly nechany

voln krystalizovat.

3-Methyl-3-(4-fenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-1-(prop-2-yn-1-yl)chinolin-2,41H,3H)-dion
(5a)

Bila pevna latka, (t = 187-189 °C (Be); vytek: 96 %
(krystal. 80 %);R= 0,30 (38 % EtOAc v PER: = 0,62 (30 % ] 0
EtOAc v CHC}).
| spektrum (tableta KBr), cth 3650, 3261, 3173, 2995, 21227, g 8aN"2T0
1714, 1602, 1509, 1469, 1427, 1381, 1353, 13064,12389, Z
1169, 1087, 1020, 976, 847, 755, 704, 620, 518, 410 Mgy = 356,1273
IH NMR spektrum (DMSO), ppm: 2,16 (s, 3H, —Ck); 3,39 [M +H]" =357,1346
(t, 1H, -CH~C CH); 4,90 (dd, 1H, HCC-CH, -); 4,97 (dd, 1H, HCC—CH, -); 7,33
7,42 (m, 2H, H-6 a H-B4); 7,48 (dd, 2H, H-B3 a H)B3,61 (d, 1H, H-8); 7,87 (d, 2H,
H-B2 a H-B6); 7,92 (ddd, 1H, H-7); 8,00 (dd, 1H 5)-8,89 (s, 1H, H-A5).
13C NMR spektrum (DMSO), ppm: 23,30 (-CH); 32,63 (€H—C -3);
75,36 (-CH-C CH); 78,16 (-CH-C -8); 119,00 (C-4a); 122,47 (C-A5);
124,17 (C-6); 125,10 (C-B2, C-B6); 128,03 (C-B428115 (C-5); 129,02 (C-B3, C-B5);
130,49 (C-B1); 137,27 (C-7); 140,75 (C-8a); 14586A4); 167,67 (C-2); 189,65 (C-4).
HRMS (ESI+) pro GiH17/N4O," ([M+H]™) vypo itané: 357,1346; nalezené: 357,1342.
Pro GiH1eN4Oz: vypo itané: 70,77 % C 453%H 15,72 % N

nalezené: 7081%C 458%H 15,82 % N

3-Fenyl-3-(4-fenyl-H-1,2,3-triazol-1-yl)-1-(prop-2-yn-1-yl)chinolin-2,41H,3H)-dion
(5¢)

Bila krystalick& latkaf; = 229-232C (EtOAc); vyt ek: 98 %;
R: = 0,38 (38 % EtOAc v PER: = 0,61 (30 % EtOAc v CHG). 0o

3 4
| spektrum (tableta KBr), cin 3214, 2122, 1715, 1685, 1602@?&
1468, 1425, 1375, 1305, 1219, 1185, 1129, 1037, &4, 624, ' ~F8aN230

521.

Z
Mex = 418,1430
[M + HJ* = 419,1503



UTB ve Zlin , Fakulta technologicka 70

'H NMR spektrum (CDG), ppm: d 2,34, 1H, -CH—C CH); 4,50 (dd, 1H, HCC—
CH, -); 5,37 (dd, 1H, HCC-CH, -); 7,22 (dd, 1H, H-6); 7,26 (s, 1H, H-B5); 7,273Z,
(m, 1H, H-C4);7,32-7,40 (m, 3H, H-8, H-C3 a H-C5); 7,43-7,51 @Hl, H-A3, H-A4
a H-A5); 7,51-7,56 (m, 2H, H-A2 a H-A6); 7,65 (ddd, H-7); 7,74—-7,80 (m, 2H, H-C2
a H-C6); 8,05 (dd, 1H, H-5).
13C NMR spektrum (CDG), ppm: d 33,43 (CH C-CH,-); 73,44 CH C—CH-); 77,90
(CH C—CHx); 79,50 (C-3); 115,68 (C-8); 120,82 (C-4a); 172(C-B5); 124,44 (C-6);
125,89 (C-C2 a C-C6); 127,98 (C-C4); 128,63 (C-CB-&5); 128,80 (C-A2 a C-A6);
129,09 (C-5); 129,85 (C-Al); 129,95 (C-A3 a C-A3p30,52 (C-Cl); 131,15 (C-A4);
136,72 (C-7); 140,44 (C-8a); 145,87 (C-B4); 16563); 187,39 (C-4).
15N NMR spektrum (CDG), ppm:d 136,01 (N-1); 249,22 (N-B1); 351,57 (N-B3); 366,27
(N-B2).
GC-EI-MS (/z %): 44(99), 50(6), 73(10), 76(14), 116(95), 145(5153(8), 217(21),
230(10), 235(53), 236(20), 236(5), 248(46), 249@B6(7), 258(17), 259(70), 260(5),
272(6), 274(28), 275(100), 276(25), 284(12), 28%(287(22), 291(11), 313(19), 323(8),
324(6), 351(8), 361(13), 362(13), 389(19), 390(&I)1(10), 418(M, 75), 419(13).
HRMS (ESI+) pro GeH1gN4O>" ([M+H]™) vypo teno: 419,1503; nalezeno: 419,1502.
Pro GeHisN4Os: vypo teno: 74,63% C 434 %H 13,39 % N

nalezeno: 74,15% C 4,37 %H 13,45 % N

[1-(2,4-Dioxo-3-fenyl-1-(prop-2-yn-1-yl)-1,2,3,4-teachinolin-3-yl)-1 H-1,2,3-triazol-4-
yllmethylacetéat (5d)

O
Bila pevna latka, t= 210-214 °C (EtOAc); vytek: 88 % o s %‘2%
(krystal. 41 %);R = 0,42 (12 % EtOAc v CHG); R = 0,54 -V }\l\l?l’\i'zN
(30 % EtOAC v CHG); R =066 (5% EOH vCHG); | Ph
R = 0,64 (10 % EtOH v CHG). 5 “@
| spektrum (tableta KBr), ¢t 3227, 2116, 1715, 1683, 1602, N

Mgy = 414,1328
1468, 1379, 1303, 1177, 1124, 1036, 975, 873, 888, 727, [y, i1 = 415 1401

694, 628, 608, 521, 415.

'H NMR spektrum (CDG), ppm:d 2,05 (s, 3H, CH-CO-); 3,41 (t, 1H, —CHC CH);
4,80 (dd, 1H, -€l, —C CH) 5,14 (s, 2H, —-CH0O-); 5,16 (dd, 1H, -8, —C -
7,33 (m, 3H, H-6, H-A2 a H-A6); 7,37-7,55 (m, 4H38HH-A3, H-A5 a H-A4); 7,76 (ddd,
1H, H-7); 7,92 (dd, 1H, H-5); 8,15 (s, 11H, H-B5).
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3¢ NMR spektrum (CDG), ppm: d 20,62 CHs—CO-); 33,08 (EH~C CH); 57,08
(CH,=0-); 75,44 (CH-C CH); 77,84 (CH-C CH); 79,98 (C-3); 116,30 (C-8); 120,86
(C-4a); 124,14 (C-6); 127,05 (C-B5); 127,82 (C-B)8,60 (C-A2 a C-A6); 129,50 (C-A3
a C-A5); 129,85 (C-Al); 130,65 (C-A4); 136,68 (C-1)39,93 (C-8a); 140,86 (C-B4);
165,77 (C-2), 171,11 (CHCO-); 187,71 (C-4).
HRMS (ESI+) pro GsHigN4O4" ([M+H]™) vypo itané: 415,1401; nalezené: 415,1403.
Pro GsHi1gN4Oq: vypo itané: 66,66 % C 4,38% H 13,52 % N

nalezené: 66,45% C 4,39%H 13,35% N

7.6 Syntéza azid pro p ipravu slou enin 6

Benzylazid

K roztoku benzylbromidu (10 mmol) ve 200 ml sn voda/aceton (1/4y/v) byl
za laboratorni teploty Imem 2 min pdan NaN (15 mmol). Reakni sms byla
22 h michana v temnu. Poté bylo k radknu roztoku pdano 50 ml CHG, vSe bylo
p evedeno do di ky a byla oddlena organicka vrstva. Vodna faze byla extrahovana
CHCI; (4 x 40 ml). Organické podily byly spojeny, vysmugeNaSQ,, p efiltrovany
a odpaeny na RVO do sucha.
Sv tle luta kapalina, vyt ek: 68 %;R= 0,75 (Be)R = 0,68 (CHC}). O/\NS
GC-EI-MS (n/z %): 50(19), 51(34), 52(15), 63(6), 65(14), 75F)(7),
77(69), 78(27), 91(100), 92(9), 104(52), 105(1B3(M", 29). Mex. = 133,0640

Fenylazid

K vychlazenému roztoku anilinu (100 mmol) byloidano 62,5 ml z2d né HCI
(1/1;viv). Ke vzniklé bilé suspenzi byl bem 5 min pdan vychlazeny roztok NaNO
(102 mmol) v 62,5 ml vody. Naslednbyl do roztoku bhem 10 min nadavkovan
vychlazeny roztok NapNv 62,5 ml vody. Reaki sms byla michana 3 h na ledové lazni.
Poté byla sms pevedena do di ky a extrahovana ED (5 x 100 ml).

Veskeré organické podily byly spojeny, vysuseny3\@, p efiltrovany N3
a odpaeny na RVO do sucha. O/

Sv tle hn da kapalina, vytek: 48 %:; R = 0,72 (3 % EtOAc v CHG).  ex.~ 119.0483
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7.7 SyntézaN-(triazol-4-ylmethyl)-3-triazolylchinolin-2,4(1H,3H)-dion 6

K roztoku N-propargylchinolin-2,4-dionu (1,5 mmol) v5 ml DMByly postupn
p idany CuSQ 5H,0 (0,15 mmol) a praskovad Cu (3 mmol). K taktoipmvené,
cca 15 min michané, hdo erné suspenzi byl na zavza laboratorni teploty hem
2 min pidan roztok fenylazidu (1,65 mmol; pro slaminy 6a a 6d), benzylazidu
(1,65 mmol; pro sloweniny 6b a 6e) a tetrazolo[1,3-]pyridinu (1,575 mmol; pro
slou eniny 6¢ a 6f) ve 4 ml DMF. Reakni sms byla pi p iprav slou enin6ab,d,e dale
michana g laboratorni teplot po dobu uvedenou &chématu 8 Slou eniny6c a 6f byly
oh ivany na vytemperované olejoveé lazni (teplota 185105 °C) po dobu 1 h. Nasledn
bylo doreakni smsi pidano (4,5 mmol) (NH.CO; a 2ml vody. VSe bylo
15 min michano analito na kolonu. Produkt byl zlokyg vymyt (100 ml) smsi
CHCI/EtOH v pomru 9/1 ¢/v). Naloutly eluent z kolony byl extrahovan nasygen
roztokem NHCI (dokud se barvi; 2 x 50 mlOrganické podily byly spojeny, vysuSeny
na bezvodém N&OQ,, p efiltrovany a odpaeny na RVO do sucha. Dimethylformamid
byl vyhnan z baky odpaovanim s toluenem. Ziskané surové produkty bylyrploeny
krystalizaci z EtOH nebo Be. Takto bylyipraveny vSechny sloeniny®6.

3-Methyl-3-(4-fenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-1-[(1-fenyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]
chinolin-2,4(1H,3H)-dion (6a)

Bila pevna latka, (t= 194-197 °C (Be); vytek: 99 % 2 5
(krystal. 72 %)R = 0,79 (10 % EtOH v CHG); Rr= 0,48 (30

% EtOAC v CHCY). 7
N2
| spektrum (tableta KBr), cth 3854, 3568, 2345, 1707,

1676, 1601, 1507, 1470, 1378, 1289, 1232, 1172),10626, 8 2 3
988, 760, 689, 589, 486. 3;4\]/1§N’2\14
'H NMR spektrum (DMSO), ppm: 2,23 (s, 3H, Ch); 5,33

Mgy = 4751757
(d, 1H, -G> -); 5,63 (d, 1H, -6, -); 7,32-7,39 (M, 2H, |\ 1 H)* = 476,1829
H-6 a H-C4); 7,45-7,52 (m, 3H, H-C3, H-C5 a H-D4)%9 (dd, 2H, H-D3 a H-D5), 7,70
(d, 1H, H-8); 7,82—-7,91 (m, 5H, H7, H-C2, H-C6, ?-Aa H-D6); 7,98 (dd, 1H, H-5); 8,75
(s, 1H, H-B5); 8,87 (s, 1H, H-A5).
13C NMR spektrum (DMSO), ppm 23,38 (—CH); 38,70 (-CH-); 72,94 (C-3); 116,75
(C-8); 119,15 (C-4a); 120,16 (C-D2 a C-D6); 121(T4B5); 122,49 (C-A5); 123,99 (C-
6); 125,13 (C-C2 a C-C6); 128,05 (C-5 nebo C-C#8,10 (C-5 nebo C-C4); 128,82

N
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(C-D4); 129,05 (C-C3 a C-C5); 129,91 (C-D3 a C-DB30,53 (C-C1); 136,49 (C-D1);
137,30 (C-7); 141,54 (C-8a); 143,25 (C-B4); 14506A4); 168,26 (C-2); 190,02 (C-4).
HRMS (ESI+) pro G;H2oN,O," ([M+H]™) vypo itané: 476,1829; nalezené: 476,1825.
Pro G7H21N7Ox: vypo itané: 68,20% C 4,45%H 20,62 % N

nalezené: 6848% C 453%H 20,60 % N

1-[(1-Benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]-3-methyl-3-(4-fenyl-H-1,2,3-triazol-1-yl)
chinolin-2,4(1H,3H)-dion (6b)

Bila pevna latka, t= 202-204 °C (EtOH); vytek: 97 %
(krystal. 84 %)R; = 0,28 (30 % EtOAc v CHG).
| spektrum (tableta KBr), cin 3128, 2984, 1711, 16745 24 Y 5 ;
1600, 1544, 1471, 1424, 1387, 1372, 1312, 12365,17134, 7©\)EM9
1122, 1051, 1026, 980, 854, 791, 761, 718, 694, 666, ’ %
485. Noe )
'H NMR spektrum (DMSO), ppm: 2,18 (s, 3H, —CH); 5,24 25
(d, 1H, N1-&1, ); 5,49 (d, 1H, N1-€, ); 5,58 (s, 2H, N- Mex. = 489,1913
C1-CHo): 7.28 (dd, 2H, H-D2 a H-D6); 7,30-7,40 (m, 5H, ™ 1 =490.1986
H-6, H-B4, H-D3, H-D4 a H-D5); 7,49 (dd, 2H, H-B3H&B5); 7,67 (d, 1H, H-8)7,80—
7,90 (m, 3H, H-B2, H-B6 a H-7); 7,96 (dd, 1H, H-B16 (s, 1H, H-C5); 8,87 (s, 1H,
H-A5).
13C NMR spektrum (DMSO), ppm 23,35 (—=CH); 38,71 (N1-CH-); 52,81 (NC1EH);
72,78 (C-3); 116,70 (C-8); 119,05 (C-4a); 122,46A%); 123,82 (C-C5); 123,90 (C-6);
125,09 (C-B2 a C-B6); 127,84 (C-D2 a C-D6); 128(@2D4); 128,06 (C-B4); 128,10
(C-5); 128,72 (C-D3 a C-D5); 129,03 (C-B3 a C-B&R0,53 (C-B1); 135,98 (C-D1);
137,18 (C-7); 141,50 (C-8a); 142,22 (C-C4); 145BN4); 168,18 (C-2); 189,94 (C-4).
HRMS (ESI+) pro GsH24N,O," ([M+H]™) vypo itané: 490,1986; nalezené: 490,1981.
Pro GgH23N7Ox: vypo itané: 68,70% C 4,74 % H 20,03 % N

nalezené: 68,71% C 4,78%H 20,36 % N
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3-Methyl-3-(4-fenyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-1-[(1-pyridin-2-yl)-1H-1,2,3-triazol-4yl
methyl]chinolin-2,4(1H,3H)-dion (6c) 3_4

Bila tuha latka, t = 286-192 °C (Be); vytek: 93 % D%
(krystal. 52 %)R = 0,29 (30 % EtOAc v CHG), Rr= 0,53 (5 5 o =

3
AN
45 NI 7
% EtOH v CHCY). Gdiwlem
| spektrum (tableta KBr), ch 3126, 2972, 2360, 2342 “FEE N0

8

5  3=X
1706, 1673, 1471, 1420, 1378, 1310, 1232, 1171]1,1948, 34/B 1N 2\ D) 5
S
879, 764, 696, 590, 486. N=N2 N—6

Mgy = 476,1709
[M + HJ* = 477,1782

HRMS (ESI+) pro GgH21NgO," ([M+H]™) vypo itané: 477,1782; nalezené: 477,1773.
Pro GgHzoNgOx: vypo itané: 6554% C 4,23%H 23,52 % N
nalezené: 6581%C 4,28%H 23,12% N

3-Fenyl-3-(4-fenyl-H-1,2,3-triazol-1-yl)-1-[(1-fenyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]

chinolin-2,4(1H,3H)-dion (6d) 4 ]
Okrova pevna latka, & 152-157 °C (EtOH); vytek: 94 % 2 e
(irystal. 70 %)R = 0,39 (12 % EtOAc vCHG), R =054 O 15/; >

(30 % EtOAC v CHGJ), R = 0,73 (5 % EtOH v CHG). % N

| spektrum (tableta KBr), cth 3142, 3061, 1716, 1679,7 £8N270 , 3
1600, 1468, 1449, 1375, 1305, 1240, 1182, 1040, 838, %h @4
693, 665, 521, 437. N=N2  § 5

Mex = 537,1913
[M + H]* = 538,1986

HRMS (ESI+) pro G:H24N,O," ([M+H]™) vypo itané: 538,1986; nalezené: 538,1976.
Pro G,H23N7O;: vypo itané: 71,50% C 4,31 %H 18,24 % N
nalezené: 71,20% C 4,32%H 17,94 % N
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1-[(1-Benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]-3-fenyl-3-(4-fenyl-H-1,2,3-triazol-1-yl)
chinolin-2,4(1H,3H)-dion (6e)

Okrova pevna latka; £ 142-145 °C (EtOH); vytek: 92 %
(krystal. 75 %);R = 0,28 (12 % EtOAc v CHG), R = 0,42

(30 % EtOAc v CHGJ), R = 0,64 (5 % EtOH v CHG). 6
| spektrum (tableta KBr), cih 3138, 3062, 1716, 1678/

5
1601, 1489, 1468, 1375, 1307, 1223, 1183, 112851931, \‘(\1

VISP
870, 761, 723, 695, 665, 609, 519, 437. °N . 3
5 4

Mgy = 551,2070
[M + H]* = 552,2142

HRMS (ESI+) pro GaHo6N,O," ([M+H]™) vypo itané: 552,2142; nalezené: 552,2133.
Pro GsHzsN7Ox: vypo itané: 71,86 % C 457 %H 17,78 % N
nalezené: 71,48% C 458 %H 17,73 % N

3-Fenyl-3-(4-fenyl-H-1,2,3-triazol-1-yl)-1-[(1-(pyridin-2-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)
methyl]chinolin-2,4(1H,3H)-dion (6f)

luta pevna latka, t= 188—-192 °C (Be); vytek: 56 %; R =
0,76 (10 % EtOH vCHG), R = 0,50 (30 % EtOAc
v CHCl). 6
| spektrum (tableta KBr), ci 2284, 1718, 1679, 15977
1467, 1450, 1383, 1347, 1273, 1154, 1074, 10492,1935,
873, 757, 700, 664, 613, 523, 430.

Mgy = 538,1866
[M+ H]" = 539,1938

Pro GiH2:NgO,: vypo itané: 69,13 % C 4,12 % H 20,81 % N
nalezené: 68,91 % C 4,17 % H 20,66 % N

7.8 Syntéza 3-triazolylkarboxylovych kyselin chinolin-24(1H,3H)-dion 7

K bezbarvému vychlazenému roztoku vychoziho alkehéb (3,5 mmol) a 4d
(12,5 mmol) v 80 ml acetonu byl bem 10 min gkapan, opt vychlazeny, roztok Cr®
(36 mmol) ve 36 ml 21-H,SO,. Nasledn bylo vS8e michano p laboratorni teplot
po dobu uvedenou v&chématu 9 Po ukoneni reakce byla reaki sms nalita na
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400 ml ledové vody, kde doSlo k vysra eni jemnydlyskalk , které byly odfiltrovany
p es fritu a vysusSeny. Vodny filtrat byl gveden do dici nalevky a extrahovan EtOAc
(6 x 50 ml) a CHG (2 x 50 ml). Organické podily byly spojeny, vysagaia bezvodém
NaSO,, p efiltrovany a odpany na RVO do sucha.sté sloueniny7aa7b byly ziskany
krystalizaci spojenych surovych produkt EtOH.

1-(3-Methyl-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrachinolin-3-yl)-H-1,2,3-triazol-4-karboxylova

kyselina (7a) COOH
4
5/
Nazelenala pevna latka,t > 350 °C (EtOH); vytek: 78 % 54 T A ﬁ

6
(krystal. 52 %)R = 0,50 (10 % EtOH v CHG). Me

| spektrum (tableta KBr), ct 3430, 2976, 2349, 1723, 1684,7 § TNPTo

1614, 1485, 1386, 1300, 1163, 1047, 974, 878, 788, 665, Mex = 286,0702

527, 569, 434. [M + HI" = 287,0775
HRMS (ESI+) pro GH1iN40," ([M+H]") vypo itané: 287,0775; nalezené: 387,0774.

1-(2,4-Dioxo-3-fenyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin-3-§)-1H-1,2,3-triazol-4-karboxylova

kyselina (7b) . COOH
0] =3
BilA pevna latka, t= 180-184 °C (EtOH); vytek: 71 % 5 4o Jla g NB.N
6 “N2
(krystal. 40 %)R; = 0,26 (50 % EtOH v CHG). , Ph

8a'N"2™0
| spektrum (tableta KBr), cth 3356, 3157, 2348, 1735, 1679, 8 ) H

1614, 1485, 1363, 1275, 1204, 1189, 1160, 1040, 859, Mex =348,0859
[M + H]* = 349,0931
690, 643, 524.
HRMS (ESI+) pro GgH13N4O4" ([M+H]™) vypo itané: 349,0931; nalezené: 349,0932.

1-(2,4-Dioxo-3-fenyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin-3-§)-1H-1,2,3-triazol-4-karbaldehyd
9) CHO

o o 52
luty tuhy olej; vyt ek: 9 %; Rr = 0,35 (5 % EtOH v CHG]; 6@?%”\@
R = 0,54 (10 % EtOH v CHG); R = 0,83 (50 % EtOH v CHG). Ph

HRMS (ESI+) pro GgH13N4Os" ([M+H]") vypo itané: 333,0982; 8

8a"N"2>0
H
nalezené: 333,0990.  Mex =332,0909
[M + HJ" = 333,0982
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7.9 Syntéza 3-triazolyloxylovych derivat chinolin-2,4(1H,3H)-dion 8

Ke svtle Ilutému roztoku 3-triazolylchinolin-2,4-dion (6 mmol) v 18 ml pyridinu
bylo b hem 2 min pkapano 12 ml AgO (126 mmol). Reaki sms byla dale michana
1 h. Nasledn byl reakni roztok opakovanym odpavanim s ethanolem (6 x 40 ml)
odpaen na RVO do sucha. K ziskanému odparku byldano 300 ml vody. Tim doslo
k vytvo eni emulze, jejim roztiranim se stala bila suspemhtera byla gefiltrovana pes
fritu. Surovy produkt byl na frit opakovan promyt vodou do neutralnihoHpfiltratu,
rozpustn ve vroucim EtOH, za horkagkrystalizovan a nechan krystalizovat. Takto byla
p ipravena slouenina8b.

[1-(2,4-Dioxo-3-fenyl-1,2,3,4-tetrahydrochinolin-3yl)-1H-1,2, 3-triazol-4-ylJmethyl

acetat (8b)

3

1
(krystal. 80 %)R; = 0,40 (5 % EtOH v CHGJ; R = 0,56 (10 % @ﬁ%&@
EtOH v CHCB) NN

| spektrum (tableta KBr), cth 3504, 3155, 2922, 2347, 17086,

1686, 1615, 1483, 1358, 1253, 1145, 1064, 960, 868, 698, Mf;j;;gj:iz

583, 495.

'H NMR spektrum (CDG), ppm:d 2,04 (s, 3H, CH-CO-); 5,13 (s, 2H, —-CHO-); 7,09
(d, 1H, H-8); 7,15 (ddd, 1H, H-6); 7,34-7,42 (m,, A2 a H-A6); 7,46—7,54 (m, 3H,
H-A3, H-A5 a H-A4); 7,62 (ddd, 1H, H-7); 7,83 (dtlH, H-5); 8,07 (s, 1H, H-B5); 11,62
(br's, 1H, N1-H).

3¢ NMR spektrum (CDG), ppm: d 20,63 CHs-CO-); 57,07 (-CH-0-); 79,92 (C-3);
116,65 (C-8); 119,25 (C-4a); 123,42 (C-6); 126,a83B5); 127,48 (C-5); 128,81 (C-A2
a C-A6); 129,58 (C-A3 a C-A5); 129,97 (C-Al); 138,8C-A4); 136,83 (C-7); 140,50
(C-8a); 140,75 (C-B4); 166,76 (C-2); 170,12 (=80-); 188,80 (C-4).

GC-EI-MS (/z %): 43(16), 76(6), 77(19), 92(14), 103(6), 104(219(7), 120(24),
129(8), 130(7), 141(14), 152(7), 158(6), 159(8)0&), 190(7), 208(10), 218(34), 219(7),
235(7), 236(100), 237(50), 238(7), 246(11), 2602083(15), 275(10), 288(54), 289(18),
306(16), 348(5), 376(6), 377(1).

HRMS (ESI+) pro GoH17N4O4" ([M+H]™) vypo itané: 377,1244; nalezené: 377,1241.

O

| o4
Bila krystalicka latka,t= 130-134 °C (EtOH); vytek: 85 % o 5/44<
A
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8. MIKROBIOLOGICKE TESTY

P iprava roztok triazolovych slouenin

Vypo itand mno stvi ppravenych triazolovych derivat ktera jsou viabulce 13
byla nava ena do vialek o objemu 2 ml. Latky bybzpuStny v 1 ml dimethylsulfoxidu
(DMSO), jeliko se v nm triazolové derivaty snadno rozpousti a zaromema DMSO
inhibi ni 0 inek v i zkoumanym mikroorganiznm.

Antimikrobni Uinek triazolovych slouenin byl testovan p hmotnostnich
koncentracich 25 g/l, 10 g/l, 5 g/l a 2,5 g/l, Etéworesponduji s latkou s nejvyssi molarni
hmotnosti, tj. sloueniny6e podle ni byly nava ky vSech dalSich latek speny.

Tabulka 13. Nava ovana mno stvi testovanych triazolovych detiva

Teoreticka navéa ka [mg] Praktick&d nava ka [mg]
A B C D A B C D

Vzorek

4a 14,428 5,771 2,886 1,443 14,401 5,868 2,832 1,448
4b 12,340 4,936 2,468 1,234 12,370 4,839 2,431 1,211
4c 17,241 6,896 3,448 1,724 17,253 6,897 3,490 1,735
4d 15,153 6,061 3,031 1,51% 15,320 6,045 3,098 1,576
5a 16,152 6,461 3,231 1,61% 16,143 6,421 3,288 1,666
5c 18,965 7,586 3,793 1,896 188,8847,642 3,775 1,856

6a 21,551 8,620 4,310 2,15% 21,836 8,600 4,658 2,208
6b 22,187 8,875 4,438 2,219 22,006 8,864 4,427 2,222
6C 21,596 8,638 4,319 2,159 21,573 8,736 4,333 2,164
6d 24,364 9,746 4,873 2,436 24570 9,682 4,945 2,418
6e 25,000 10,000 5,000 2,500 24,992 9,990 5,043 2,580
o6f 24,409 9,764 4,882 2,441 24,409 9,701 4,827 2,496
7a 12,973 5,189 2,595 1,297 12,980 5,103 2,588 1,341
7b 15,787 6,315 3,157 1,579 15,758 6,290 3,208 1,501
8b 17,058 6,823 3,412 1,706 17,055 6,803 3,489 1,688

A : konc. 25 g/l B : konc. 10 g/l
C : konc. 5 g/l D : konc. 2,5 g/l
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8.1 Diskova difuzni metoda

P iprava ivné p dy pro kultivaci bakterii

Pro kultivaci bakterii byl ppraven Mueller Hinton agar, ktery je pouivan

pro testovani inhibnich latek.

Slo eni:  Mueller Hinton Broth, 21 g/l (HIMedi@)u......ccvvvvvrririiiiiiiiiieeeeeeeeee, &4
Beef, infusion from............... 300,0 g/l
Casein acid hydrolysate ........ 17,5 g/l
Starch ..o, 1,59/
Agar Agar, Type |, 15 g/l (HIMEedIQ) ........cmeeermmmiiiiiiieeeeeeeaieeeeeninnnns 6,09
VOO ..ttt 400 ml

Do ty infuznich lahvi o objemu 400 ml byl nava en Muelldinton Broth a Agar
Agar, Type I. Slo ky byly zality 400 ml destilovan®dy a dkladn prot epany. Poté byly
lahve vlo eny do autoklavu, kde byla ivna ga sterilizovana 15 min p 121 °C.

Po ochlazeni byla ivna mla nalita na sterilni Petriho misky a ponechanhraiut.

P iprava ivné p dy pro kultivaci kvasinek

Pro kultivaci kvasinkyCandida albicansbyl pou it Chloramphenicol Yeast Glucose

Agar.
Slo eni:  Chloramphenicol Yeast Glucose Agar, 40(iMedia) .................... 16,09

Do 400 ml infuzni lahve byl nava en Chloramphenitd@ast Glucose Agar, ktery byl
suspendovan ve 400 ml destilované vody. ivnaa byla v infuzni l&hvi sterilizovana
15 min pi 121 °C. Poté byl roztok rozlit do sterilnich Rletr misek, kde po ochlazeni

ztuhl.

O kovani ivnych pd kulturami a aplikace roztokatek

Po zatuhnuti agaru bylo na Petriho misce mikropipataneseno 100 bakterialni

I kvasinkové suspenze, ktera byldappavena centrifugaci mikrobialni kultury ve 4 ml
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fyziologického roztoku (0,5-1,0 stupeMcFarlandovy stupnice). Pomoci jednordzoveé
mikrobiologické hokejky byla bakterialni suspenagatena po povrchu agaru.

Na povrch agaru po zaschnuti nieavané mikrobialni suspenze byly v plameni
vy ihanou a na vzduchu ve sterilnim boxu ochlazejadlou aplikovany sterilni papirové
disky, které byly 30 min p pokojové teplot napustny v testovanych inhibhnich latkach.
Pro kontrolu byly pou ity sterilni papirové diskwedou a DMSO.

Inkubace

Bakterie Staphylococcus aureugscherichia colia Pseudomonas aeruginodayly
inkubovany 24 h p 30 °C. BakterieMicrococcus luteubyly inkubovany 48 h p teplot
30 °C. KvasinkyCandida albicandyly inkubovany 24 h p pokojové teplot v temnu.

Vyhodnoceni
Vytvo eni inhibinich zén a zastaveni tak stu uritého mikroorganizmu bylo

po inkubaci vizualn hodnoceno a bylo srovnano s kontrolnimi pokusy.

8.2 Jamkova difuzni metoda

P iprava ivné p dy pro kultivaci bakterii

Pro kultivaci bakterii byl ppraven Mueller Hinton agar, ktery je pouivan
pro testovani inhibnich latek. V této metodbylo pro pipravu pou ito vtSi mno stvi
Agar Agar, Type | z toho drodu, aby byla ivha pda hustSi a tu Si a |épe se z ni sterilnim

nastrojem vyezavaly jamky.

Slo eni:  Mueller Hinton Broth, 21 g/l (HIMEI@)uuu ... vuvvveiiiiiiiiiiiiiiiieeieieiiiieins &4
Beef, infusion from............... 300,0 g/l
Casein acid hydrolysate ........ 17,5 g/l
Starch ....ceeeeeeeeeeeeeeees 1,69/
Agar Agar, Type |, 20 g/l (HIMEdIQ) ........cmmeerrmmmiiniiieeeaeeeeieeeeininenns 8,09
[V 0T b= U PPOPURT RN 400 ml

Ve 400 ml destilované vody vey ech infuznich lahvich o objemu 400 ml byl nava en
Mueller Hinton Broth a Agar Agar, Type |. Po pepani byly lahve vlo eny do autoklavu,
kde byl roztok sterilizovan 15 minipl21 °C. Na sterilni Petriho misku bylo mikropipet
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naneseno 10001 p islusné suspenze mikroorganizmu (0,5-1,0 stulkeFarlandovy
stupnice), ktery byl zalit ochlazenym agarem. Kieym pohybem celé misky byl

mikroorganizmus rozmichan s ivnou gou.

P iprava ivné p dy pro kultivaci kvasinek

Pro kultivaci kvasinkyCandida albicansbyl pou it Chloramphenicol Yeast Glucose

Agar.

Slo eni:  Chloramphenicol Yeast Glucose Agar, 40(iMedia) .................... 16,09

Do infuzni lahve o objemu 400 ml byl nava en Chloghenicol Yeast Glucose Agar,
ktery byl zalit 400 ml destilované vody. ivna ga v infuzni lahvi po progépani byla
sterilizovana 15 min p121 °C. Mikropipetou bylo na sterilni Petriho ikysnapipetovano
1 ml kultury kvasinek. Po rozliti vychladlého agabyl mikroorganizmus s agarem

rozmichan krou ivym pohybem.

Aplikace roztok latek

Pomoci plastového sterilniho nastroje byly do #hbl agaru vyezany jamky,
do kterych bylo mikropipetou davkovano 20 roztok testovanych latek v DMSO

o p islusné koncentraci. Pro kontrolu bylo do dvou jamipetovano 20| vody a DMSO.

Inkubace

Bakterie Staphylococcus aureug&scherichia colia Pseudomonas aeruginosayly
inkubovany 24 h p 30 °C. BakterieMicrococcus luteudyly inkubovany 48 h p teplot
30 °C. KvasinkyCandida albicandyly inkubovany 24 h p pokojové teplot v temnu.

Vyhodnoceni
Vizualn bylo sledovano vytveni inhibi nich zén okolo ka dé jamky. Inhibni zony

byly srovnavany s kontrolnimi pokusy.
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ZAV R

Hlavni naplni diplomové prace byloipravit, ji v d ive provedenych experimentech
prov enou syntetickou cestou kolik bis-triazolovych derivat chinolin-2,4-dion,
které nesou v poloze 3 4-substituované 1,2,3,dlygavé skupiny a k atomu dusiku
chinolinového skeletu prostdnictvim methylenového retku pipojené 1-substituované
1,2,3-triazol-4-ylové substituenty. Ukolem byly ejtyto triazolové derivaty, ale také
tém vSechny meziprodukty, es které byly syntetizovany podrobit mikrobiolograk
testm, zdvodu vmnoha publikacich zmivanych antimikrobnich ink .
Sumarn vzato bylo pipraveno 16 rzn substituovanych triazolovych derivétzolovany
z r znych reaknich mezistup , jejich struktury byly pln charakterizovany a potvrzeny
metodami instrumentalni analyzy, elementarni amalya v neposledniad také body
tani. Prakticky vSechny jednotlivé mezistuprbyly natolik bhem studia reakci
optimalizovany, e poskytovaly své produkty ve vigoh vyt cich. Pro pedstavu,
vyt ek totalni syntézy napklad bis-triazolovych slowenin 6a popipad 6d uva ovany
od chlorace 4-hydroxychinolin-2-onla popipad 1b, ini 82 % popipad 75 %.
To je pro vicekrokovou syntézitajici 5 mezistup , vynikajici vysledek.

U patnécti z nich bylo sledovano inhibi p sobeni na bakterie a kvasinky
vyskytujicich se v kosmetickych prosticich. Z bakterii byly vybrany dva
G+ mikroorganizmy, konkrétn Micrococcus luteusa Staphyloccoccus aureua dale
dva G- mikroorganizmy, konkrétn Escherichia coli a Pseudomonas aeruginasa
Z kvasinek byla testovan@andida albicans Z metod byly vybrany dva difuzni testy,
diskova difuzni a jamkova difuzni metoda. Jakawiji byla zhodnocena diskova difuzni
metoda, ve které byl uty mikroorganizmus v pmém kontaktu s testovanou latkou.
Byly zde zaznamenany negativni vysledkytu mikroorganizm. U jamkové difuzni
metody dochazelo k neomezenémustu bakterii a kvasinek ipaplikaci ka dé latky
i pijeji nejvySSi koncentraci. Z hlediska antimikrdbaktivity je mo né konstatovat,
e z p ipravenych slouvenin byly Ginné pouze t latky, které inhibovaly rst bakterii.

K inhibici kvasinek Candida albicansu adné z latek nedoSlo. Jako nejin jSi byla
vyhodnocena latka oznena jakdbc, ktera inhibovala rst vSech bakterii a vyrazna toxicita
byla zaznamenana na bakterieseudomonas aruginosakde doslo k inhibici
ji p ikoncentraci 9 mmol/l (3,8 g/l). Aby mohli byt m ny zavry, jakd substituce
a Vv jaké poloze na tém e skeletu je z hlediska eay&oxicity v i mikroorganizmm

nejvhodnjsi, bylo by patrn nezbytné jeSt sérii testovanych latek roz&i o dalSi
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kombinace. Z vysledktest je ovSem zjmé, e vytvoenim druhého triazolového kruhu
p ipojeného k atomu dusiku chinolindionového jadranaikrobni ani antifungalni aktivitu

nijak nezvysuji, ba naopak u jejich analaet, 5¢c a7b inhibi ni aktivitu na mikrobi rusi.
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SEZNAM POU ITYCH SYMBOL

2-Py
Ac,O
AcOH
Be

Bn
CDCl;
CHCl;
COSY
CrOs
CusSQ 5H,0
DMF
DMSO
EI-MS
ESI-MS
Et,O
EtO
EtOAc
EtOH
GC
GC-MS
H.SO,
HCI
HMBC
HRMS
HSQC
I
IUPAC
KoCOs
Konc.
Lab. tep.
Me
Me,CO

A ZKRATEK

Pyridin-2-yl
Acetanhydrid
Kyselina octova
Benzen
Benzyl
Deuterovany chloroform
Chloroform
Correlation Spectroscopy
Oxid chromovy
Modra skalice
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Electron lonization Mass Spectrometry
Electrospray lonization Mass Spectrometry
Diethylether
Ethylenoxid
Ethylacetat
Ethanol
Gas Chromatography
Gas Chromatography Mass Spectrometry
Kyselina sirova
Kyselina chlorovodikova
Heteronuclear Multiple Bond Correlation
High Resolution Mass Spectrometry
Heteronuclear Single Quantum Correlation
Infra ervena spektroskopie
International Union of Pure and Applied Chstry
Uhli itan draselny
Koncentrace
Laboratorni teplota
Methyl
Aceton
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m/z
NaN;
NaNG,
NaOH
NaSOy
NMR
OAc
Ph
ppm
Py
Q-TOF
Ry
RVO
SLB-MS
S\2
SOCh
TLC

viv

Mass number/charge number
Azid sodny

Dusitan sodny

Hydroxid sodny

Siran sodny

Nuclear Magnetic Resonance
Acetyloxylova skupina

Fenyl

Parts per Million

Pyridin

Quadrupole Time-of-flight
Retenni faktor

Rotani vakuova odparka

Supelco Low Bleed Mass Spectrometry

Nukleofilni substituce
Sulfurylchlorid
Thin-layer Chromatography

Volume/volume
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