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Summary

This thesis is divided into three subsections. In the first part, there is
described synthesis of seven already known benzalkonium homologues (Csg-
Ca0), Which were used as a standard compounds for synthesis and analyzes of
amphiphilic substances.

The second part deals with preparation for other series of quartenary
detergents having heteroaromatic rings (pyridine, isoquinoline, quinoline,
acridine) in their structures. According to the analysis of the newly prepared
compounds, we have prepared all pyridinium, quinolinium, isoquinolinium
homoloques only. Our future forts will by focus on acridinium salts, which we
were not able to prepare. Moreover, further biological activity evaluation was
managed and its results will be obtained within several month.

In the third part, the measurement of inhibition activity compared with

acetylcholinesterase and critical micellar concentration was realized.



Souhrn

Byly syntetizovany isomerni kationické tenzidy N-benzyl-N,N-dimetyl-N-alkyl
amonium bromidy (bezalkonia — BAK), kde alkyl je C;-Cy, jako jiz znamé a
uzivané povrchové aktivni latky.

Na zéklad¢ zkuSenosti z vySe uvedené prace byly dale syntetizovany N-
alkylpyridinium bromidy, kde alkyl je C;-Cyo, N-alkylchinolinium bromidy, kde
alkyl je C;-C,, N-alkylisochinolinium bromidy, kde alkyl je C;-C,y a N-
alkylakridinium bromidy, kde alkyl je C;-Cy, jako nové povrchové aktivni
latky.

Byly zji8tovéany jejich Cistoty a srovnavany pomoci TLC a HPLC, nékteré
z nich nebyly dosud v literatufe popsany.

Meéril jsem také jejich inhibicni aktivity vici acetylcholinesterdze a kritické

micelarni koncentrace.
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1. Uvod

Tenzidy jsou dlouhodobé znamé latky Siroce wuzivané v mnoha
priamyslovych oborech (potravinafstvi, farmacie, chemicky pramysl atd.). Ve
své diplomové praci jsem se zaméfil na piipravu strukturné odliSnych
kationickych tenzidl. Obsah diplomové prace je soucasti dlouhodobého
projektu na katedfe toxikologie UO, ktery se zabyva ptipravou a pouzitim
povrchové aktivnich latek.

Byly vybrany struktury podobné jiZz pouzivanym BAK, avSak
obsahujicich ve své molekule dusikaty heterocyklicky kruh. Jednalo se o soli
odvozené od pyridinu (N-alkylpyridinium bromidy, alkyl Cg-C), chinolinu (N-
alkylchinolinium bromidy, alkyl Cg-C,), isochinolinu (N-alkylisochinolinium
bromidy) a akridinu (N-alkylakridinium bromidy, alkyl Cg-Cy) (obr. 10). Latky
se odlisuji délkou hydrofobniho alifatického fetézce.

S ohledem na struktury bych ocekaval, ze latky budou tvofit ptfi urcité
koncentraci (CMC) micely. Tato zdkladni charakteristika PAL bude v priabchu
prace zjiStovadna a porovnana s tabelovanymi hodnotami. Dale bych chtél
zm¢éfit inhibicni aktivity viaci enzymu acetylcholinesterase (AChE), které ze

struktury také ocekavame.



2. Teoreticka cast

2.1. Povrchové aktivni latky

Povrchové aktivni latky (nékdy oznacovand zkratkou PAL) neboli tenzidy
¢i surfaktanty (z angl. surface active agents) jsou latky s amfifilnim
charakterem, tj. maji afinitu k vodé 1 k nepolarnim rozpoustédlim. Jejich
molekula obsahuje jak nepolarni skupinu, kterd ma afinitu k nepolarnim
rozpoustédlim, tak hydrofilni skupinu, ktera ma afinitu k vodé [1,2].

Nejcastéjsi hydrofobni skupinou je uhlovodikovy fetézec o dostatecne
délce. Hydrofilni skupinou byva vétSinou iontova ¢i vysoce polarni skupina.
Ptitomnost hydrofilnich skupin umoznuje rozpousténi tenzidu ve vodé¢. Podle
charakteru polarnich skupin obsazenych v molekule tenzidu (kation, anion,
zwitter-ion, seskupeni obsahujici vét§i mnozstvi polarnich vazeb) tenzidy
délime na kationické, anionické, amfoterni a neionickeé [3].

Tenzidy vytvareji v roztocich ucinkem slabych mezimolekulovych
interakci organizované supramolekularni Utvary. Samotné tenzidy, jakoZto i
utvary jimi tvotfené (micely, lyotropni kapalné krystaly, reverzni micely,
membrany) jsou predmétem intenzivniho vyzkumu jak pro jejich vyznam
v zivé hmoté, tak kjejich kazdodennimu vyuziti (smacedla, detergenty,
emulgatory) [4].

Béhem rozpousténi tenzidu ve vodé dochazi diky piitomnosti
hydrofobnich skupin ke zménam orientace molekul tenzidu. D¢j je provazen
snizenim entropie a diky tomu k nariistu celkové Gibbsovy energie. Ve
vodnych roztocich dochazi k adsorbci tenzidu na fazovém rozhrani. Hnaci silou
je pokles Gibbsovy energie. Orientace molekuly tenzidu je zménéna tak, Ze
hydrofobni ¢ast sméfuje mimo vodnou fazi [5].

Po uplném obsazeni fazového rozhrani voda/vzduch se molekuly tenzidu

za¢nou shlukovat do agregatii priblizné kulovitého tvaru nazyvanych micely.



Koncentrace, pifi niz se tyto utvary tvoii se nazyva kritickd micelarni
koncentrace (CMC) [6].

Jak jiz bylo feCeno kritickd micelarni koncentrace (CMC) je
koncentrace, pii niz se v pravém roztoku tenzidu (micelarniho koloidu) zacinaji
tvotit micely. Jeji hodnota neni vysok4, pro riizné latky kolisa v rozmezi 10> az
10°° mol.dm™. Pod touto koncentraci je micelarni koloid v systému pouze ve
form¢ unimernich molekul, nad ni vSechny pfiddvané molekuly asociuji do

micel [7].

Kriticka micelarni koncentrace zavisi:

« na délce a struktui‘e uhlovodikového retézce

Hodnota CMC s rostouci délkou uhlovodikového ftetézce klesa. V
homologické fad€ 1onogennich micelarnich koloidii mize byt zavislost CMC na
poctu uhlikii n¢ vyjadiena vztahem

INCMC=A-B *n,

kde A je pro danou homologickou fadu konstanta zavisla na teploté,
povaze a mnozstvi hydrofilnich skupin a na substituentech v uhlovodikovém
fetézci. Konstanta B se méni s poc¢tem iontovych skupin. Konstanty 1ze nalézt
Vv patfi¢nych tabulkach [8].

Rozvétveni uhlovodikového tetézce, pritomnost dvojnych vazeb, polarni
substituce v alkylovém fetézci a pfemisténi iontové skupiny od konce do stiedu
fetézce vedou ke zvySeni CMC, zatimco pripojeni benzenového jadra k

alkylovému fetézci vede ke snizeni CMC.

« navlastnostech hydrofilni skupiny
Vliv hydrofilni skupiny na CMC je dén jeji povahou a zejména ndbojem.
Pti stejné délce uhlovodikového fetézce je CMC neionogennich PAL niZ8i nez

u ionogennich. Hodnoty CMC neionogennich PAL zna¢né zavisi na rozmérech


http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/micelarni_koloid.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/micela_-asociativni-.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/hydrofilni.html

a povaze hydrofilni skupiny, u ionogennich PAL jsou mezi riznymi

hydrofilnimi skupinami malé rozdily.

« na vlastnostech protiiontd vzniklych disociaci (u ionogennich
micelarnich koloidii)
Vliv protiiont vzniklych disociaci na hodnotu CMC zavisi predevSim na

jejich mocenstvi. CMC klesa se zvysujicim se ndbojem protiiontt.

« na pritomnosti dalSich latek v roztoku

Jednoduché anorganicke elektrolyty snizuji hodnotu CMC a to tim vice,
¢im vyssi je koncentrace elektrolytu a ¢im vys$si je mocenstvi opacné nabitého
iontu. Vliv elektrolyti na CMC neionogennich micelarnich koloidi je méné
vyrazny nez u ionogennich typt.

Ptitomnost neelektrolytl se projevuje rizné. Napft. linearni alkoholy (samy
o sob¢ tenzidy) s dlouhym fetézcem snizuji CMC tim vice, ¢im vétsi je
koncentrace alkoholu a délka alifatického tetézce. Nepolarni latky maji na
CMC vétsSinou maly vliv. Siln€ polarni latky (dioxan, mocovina) maji

komplexotvorné Gcinky.

« na teploté a tlaku
S rostouci teplotou se hodnota CMC muze zvySovat (obvykle u
kationogennich micelarnich koloid{l) nebo sniZovat (obvykle u neionogennich
typt) a teplotni zavislost CMC mize vykazovat i zietelné minimum.Vliv tlaku

na CMC je pom&rné€ maly i v oblastech velmi vysokych tlakt [9,10,11].

Pti kritické micelarni koncentraci se v duasledku vzniku micel méni
smérnice koncentracnich zavislosti mnohych fyzikalné-chemickych vlastnosti
roztokidl micelarnich koloida. Jak ukazuje obr. 1, je tato zména zv1asté vyrazna

u povrchového napéti, molarni vodivosti, osmotického tlaku a turbidity.
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Hodnoty CMC stanovené z koncentracnich zavislosti riznych veli¢in nemusi
vSak byt upln¢ shodné, protoze vlastnosti systému jsou tvorbou micel

ovliviiovany riznym zpusobem [12].

KMK o\
— “\;9"
<[~
(@) :
S
S 5%
>

povrchové
napeéti

MOldrp;
Vodivos;

—» koncentrace

Obr. 1 Fyzikalni vlastnosti roztokli micelarnich

koloidt

Pt1 vySSich koncentracich byl na kiivce koncentracni zavislosti fyzikalng-
chemickych vlastnosti v nékterych ptipadech pozorovan dal§i zlom, ktery
odpovida tzv. druhé kritické micelarni koncentraci a je vysvétlovan zménami v
typu agregace, interakcich micela-micela, monomer-micela apod.

Existuje nékolik typl micel. Nejcastéj$i usporadani micel je, Ze hydrofobni
alkylovy tetézec smétuje dovnitf utvaru a hydrofilni skupina vné do vodné faze,
tzn. tvofi povrch micely. 1 zde je hnaci silou pokles Gibbsovy energie.
V piipad¢ kationickych a anionickych micel je povrchovy naboj kompenzovan
protiionty z rozpoustédla (vody). Tyto tzv. asociativni micely nepotiebuji
umélou stabilizaci, jejich velikost a koncentrace je urena okamzitymi
stavovymi veli¢inami, nikoliv minulosti systému. Tyto systémy jsou

termodynamicky stabilni [13].
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Ve zifedénych roztocich (nad CMC) vznikaji malé, kulovité, tzv.
Hartleyovy micely (obr. 2), jejichz polomér je pfiblizné roven délce molekuly
PAL. Asociaéni Cislo, jez odpovidd poctu molekul povrchové aktivni latky
uspofadanych do micely, roste s délkou uhlovodikového ftetézce a klesa
s velikosti plochy, kterou na povrchu micely zaujima jedna polarni skupina.

Pohybuje se nejéastéji mezi 50 a 150 a zavisi i na fyzikalnich podminkach [14].

' disociovana molekula
povrchove aktivni liatky

protiion

Obr. 2 Model mal¢ (Hartleyovy) ionogenni micely

Pti vySSich koncentracich roztoku se zvétSuje rozmér micel a
uhlovodikové fetézce se zacinaji orientovat navzajem rovnobézné€, vznikaji
valcovité Utvary (obr. 3), které mohou pii vySSich koncentracich vytvaret
hexagonalni kapalné krystaly (obr. 4). Pti jesté vétSich koncentracich vznikaji
laminarni, tzv. McBainovy micely (obr. 5), slozené ze dvou vrstev PAL, které
jsou k sobé obraceny uhlovodikovymi fetézci a polarni skupiny sméfuji ven.
V disledku tvorby laminarnich micel a jejich charakteristického uspotadéani

mohou dostate¢né koncentrované roztoky prechazet v gel [15].

Obr. 3 Valcovité micely Obr. 4 Hexagonalni kapalné krystaly
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Obr. 5 Schéma McBainovych laminarnich micel

V nékterych ptipadech se micely mohou tvofit i v nevodném prostiedi -
vznikaji tzv.obrdcené¢ micely. Obracend micela (obr. 6) je asociativni micela
vznikajici v nevodném prostfedi. Jeji jadro tvoii poldrni skupiny, zatimco
uhlovodikové fetézce smétfuji ven do nepolarniho prostfedi. Asociacni Cislo
obracenych micel nebyva vétsi nez 10, kritickd miceldrni koncentrace byva
obtizné¢ definovatelna, nebot’ ptfechod z pravého roztoku na koloidni nastava v
pomérn¢ Sirokém intervalu koncentraci. Siln¢ polarni jadro snadno solubilizuje
vodu, a umoznuje tak koloidni rozpousténi vody v oleji v pfitomnosti PAL, coz
ma vyznamné uplatnéni zvlast€ ve farmaceutickém a potravinarském
pramyslu. PAL jsou také obecné uzivany k dekontaminaci nejriiznéjSich
povrchi. [16]. Jako ptiklad uziti micelarniho prostiedi ve vojenstvi mizeme

hledat pfi odmotovani povrchii nervove paralytickymi latkami (NPL) [17].

uhlovodikovy fetézec

- polarni skupina

Obr. 6 Obracena micela
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2.2. Solubilizace

D¢j, pfi némz jsou do micel surfaktantu v¢lenovany molekuly dalsi latky

(solubilizatu) [18].

« Pfim4 solubilizace

o Nepolarni latky které jsou v Cistém vodném disperznim prostiedi
nerozpustné nebo slabé rozpustné, vstupuji do jadra micely (obr. 7a).

o Polarné-nepoldrni organické latky (alkoholy, aminy, tzv. ko-
surfaktanty) se rozmist'uji v micelach tak, Ze jejich uhlovodikové
fetézce sméfuji dovniti micel a polarni skupiny do vodné faze
(obr. 7b).

o Polarni latky jsou solubilizovany na povrchu micely nebo v tésné
blizkosti povrchu (obr. 7¢).

o V lamindrnich miceldch vstupuji molekuly nepolarni latky mezi
uhlovodikové fetézce molekul a tim se vrstvy molekul surfaktantu
od sebe oddaluji (obr. 7d).

oU  micel neionogennich  surfaktantd,  které  obsahuji
polyoxyethylenové skupiny, se molekuly solubilizdtu rozmist'uji
v okrajovych ¢astech micel mezi zohybanymi oxyethylenovymi
fetézci (solubilizace v rovin€ hydrofilnich fetézcl), molekuly

nepolarni povahy bliZze jadru micely (obr. 7¢) [19].

Pti solubilizaci roste hmotnost micel surfaktantu nejen v disledku
zabudovani molekul solubilizdtu do micely, ale také proto, ze solubilizaci se
zveétsi objem hydrofobniho jadra a musi se tedy zvétSit 1 pocet molekul

surfaktantu tvoricich micelu.
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Obr. 7 Piima solubilizace (a) nepolarnich latek, (b) polarné-nepolarnich

| \ polarni

solubilizat

latek, (c) polarnich latek v malych ionogennich micelach, (d) nepolarnich
latek v McBainovych micelach, (e) nepoldrnich a polarnich latek

V neionogennich micelach

« Obracena solubilizace nastava v systémech s nepolarnim prostiedim, kde
vznikaji obracen¢ micely s hydrofilnim jadrem a hydrofobnim

povrchem, (tzv. - koloidni rozpousténi vody v olejové fazi) [20].

Solubilizace ma velky prakticky vyznam pii detergenci, micelarni katalyze a
emulzni polymeraci a nachazi uplatnéni 1 v mnoha priimyslovych odvétvich (v
potravinarstvi, ve farmaceutickém a kosmetickém pramyslu, pifi vyrobé

herbicidnich, insekticidnich, fungicidnich piipravki atd.) [21].
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2.3. Micelarni katalyza

Rychlost organickych reakei probihajicich ve vodnych roztocich mohou
byt ovliviiovany jak kationickymi, tak anionickymi tenzidy. Pfi urychlovani
reakce se jednéd o micelarni katalyzu, naproti tomu pii zpomalovani reakce jde o
micelarni inhibici. VZzdy jde o ovlivnéni reakéni rychlosti nékterych
chemickych reakci za pfitomnosti surfaktanti v koncentracich nad kritickou
micelarni koncentraci. Rychlost reakce se mlize zvysit nebo snizit desetkrat az
stokrat, v nékterych pripadech 10° az 10* krat. Zvyseni nebo sniZeni rychlosti
organickych reakci v miceldrnich roztocich surfaktanti vyplyva jednak
z ruznych reakénich rychlosti reagenti ve vodné fazi a v micelach, jednak

z distribuce reagentd mezi ob¢ faze [22].

Katalytick¢é plisobeni micel je spojeno s nc¢kolika dé&ji, které spolu uzce

souviseji:

« mistni koncentrovani reagujicich latek v povrchu micely nebo tésném
okoli micely v dusledku solubilizace a elektrostatickych interakei —
zvySeni pravdépodobnosti aktivni srazky oproti podminkdm v okolnim
roztoku

« sorpce na povrchu micely diky ptiznivé polarizaci molekul vede ke
zvysSené reaktivité

« zménéna reakéni schopnost reagentl pii jejich prechodu z vodné faze do
micel, kterd mize byt vyvolana vlivem prostfedi, predev§im vzajemnym
elektrostatickym piisobenim mezi reagujicimi latkami a povrchovym
nabojem micely

o hydrofobni interakce - UCinnost micelarni katalyzy a inhibice v téchto

ptipadech roste s hydrofobnosti reagentti [23,24]
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Mechanismus miceldrni katalyzy je v mnoha piipadech shodny s mechanismem
pusobeni enzymi, coz vyvolava zvlastni zajem biochemiktli, nebot’ micelarni
katalyza miize slouzit jako model pro enzymovou katalyzu [25].

Pfitomnost micel mize meénit 1 hodnoty rovnovaznych konstant
organickych reakci, nebot’ rozdilné ovliviuji rychlost pfimé a vratné reakce.
Micelarni mikroprostiedi 1ze vyuzit ke zvySeni selektivity reakci, cozZ je zvlasté
vhodné tam, kde mohou probihat dvé paralelni reakce a micely preferuji jednu
Z nich tim, Ze ji urychluji a druhou inhibuji. Micely se uplatiuji také jako
stereoselektivni katalyzatory — vyuziva se rGzného prostorového zapojeni
izomerd do micely [26].

Katalytické ucinky micel jsou vyuZzivany 1 v nepolérnich prostiedich, kde
se tvofi obracené micely S hydrofobnimi fetézci orientovanymi do rozpoustédla
a polarnimi skupinami uvniti micely. lontova sila v micelarnich jadrech je pak
vyjimecné velkd. Kovové ionty jsou v obracenych micelach reaktivnéjsi, nebot’

jsou méné¢ solvatované [27].

2.4. Detergence

Obecné se jednd o odstranovani necistot z pevnych povrchl plisobenim
povrchove aktivnich latek. Jejich molekuly se adsorbuji na povrchu pevné latky
a na vrstvu necistot, timto dochazi ke zméné velikost tthlu smaceni. Necistoty
se postupné sbaluji a uvoliuji z povrchu. Pfi pfechodu do roztoku dochdzi ke
stabilizaci uvolnénych cCastic necistot jejich solubilizaci do micel, které¢ maji
hydrofilni povrch a nemohou se ptipoutat zpct k ¢istému povrchu pevné latky
[28].

! i

X

P
voda necistota viakno roztok PAL vrstva adsorbované PAL solubilizovana necistota

Obr. 8 Prubéh odluc¢ovani necistoty z textilniho vlakna ptisobenim detergentu *

17


http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/obracena_micela.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/povrchove_aktivni_latka.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/uhel_smaceni.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/hydrofilni_povrch.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-001/hesla/detergent.html

3. Cil prace

Cilem mé prace bylo syntetizovat povrchoveé aktivni latky typu
benzalkonia (BAK-obr. 9 ), které jiz byly nasi skupinou pfipraveny. Mgl jsem
za ukol osvojit si znalosti reakénich mechanismil a analytickych metod, které

jsem pozd¢ji vyuzil pro syntézu podobnych povrchove aktivnich latek.

R= -CgH17
/CH3 -C10H21
N R -C1oHos
\ Br -C14H29
CH -Ci6M33
3 -C18H37
-CooHa1

Obr. 9

Ve druhé casti diplomové prace jsem se zabyval ptipravou kationickych
tenzidli obsahujicich ve své molekule dusikaty heterocyklicky kruh. Jednalo se
o soli odvozené od pyridinu (N-alkylpyridinium bromidy, alkyl Cg-Cy),
chinolinu (N-alkylchinolinium bromidy, alkyl Cg-Cy), isochinolinu (N-
alkylisochinolinium bromidy) a akridinu (N-alkylakridinium bromidy, alkyl Ceg-
Coo) (obr. 10). Latky se liSily délkou hydrofobniho alifatického fetézce.

Predpokladana jednoduchost reakci mi dovolila uskutecnit vétSi mnoZstvi
téchto syntéz a diky tomu ziskat i vice materialu na jednotlivd porovnavani.
Dalsim tkolem bylo provést analyzy jednotlivych produktd (TLC, HPLC,
NMR) a ovéfit tak jejich totoZnost a Cistotu.

Ve tfeti ¢asti jsem se zabyval méfenim CMC a inhibi¢nich aktivit vici
AChE. Pro méfeni inhibi¢nich aktivit byly syntetizovany také homology
s délkou ftetézce C;1-Cs. lkdyZz nepatii mezi povrchové aktivni latky, byly
syntetizovany z diivodu porovnani inhibi¢nich aktivit vii¢i nartstajici lipofilité

latek.
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jadra micel

-CgH17

-C10H21
-C1oH25
-C14H29
-C16H33
-C1g8H37
-CooHa1

BN

Z

BN

Z

Z
AN

BN

Z
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N
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\

Obr. 10
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4. Metodicka ¢ast

4.1 Chemikalie

Chemikalie pouzité v této praci byly zakoupeny od firmy Aldrich a Merck

(13-

v kvalité “Cisty”.

4.2 Teploty tani
Teploty tani byly méfeny na bloku Boetius. Jejich hodnoty nebyly

korigovany.

4.3 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla provadéna na deskach DC-
Alufolien Silica gel 60 F,s, Silufol 254 a Alufol. Chromatogramy byly
vyvijeny vzestupnym zpisobem v chromatografickych komorach nasycenych
parami mobilni faze, nejdfive dvé hodiny po naliti elu¢ni soustavy. SlozZeni
mobilni faze — chloroform : metanol (100 : 1). K detekci kvarternich latek bylo
pouzito Dragendorffovo ¢inidlo. TLC slouzilo k monitorovani prub&hu reakce,

ovéteni Cistoty nove syntetizovanych latek a ke stanoveni retencniho faktoru

(Ry).

4.4 Krystalizace

Odstranovani necistot z kvarternich produktu bylo provadéno
rekrystalizaci z etheru. Doba odstranovani necistot musela byt ptizptisobena

individualnim reakcim se soucasnou kontrolou TLC.

4.5 Nuklearni magneticka rezonance

Spektra '"H NMR byla méfena na piistroji Varian Gemini 300 (pracovni
frekvence 300.08 MHz) na katedfe organické chemie Faf UK. Hodnoty

chemickych posunil jsou uvedeny v jednotkdch ppm a jsou vztazeny k TMS.
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Hodnoty interak¢nich konstant J jsou uvedeny v Hz. Spektra byla zpracovana

programem Mestrec (Mestrelab Research, verze 4.8.6.0).

4.6 HPLC

Pristrojové vybaveni

HPLC systém se sklada z gradientové pumpy P200 (Spectra-Physics
Analytical, Fremont, USA), ainjekéniho ventilu 7125 — smycka 10 pl
(Rheodyne, Cotati, USA), detektoru UV1000 (Spectra-Physics Analytical,
Fremont, USA) a softwaru CSW Chromatography Station 1.5 (DataApex,
Praha, Czech republic).

Chemikalie

Acetonitril LiChrosolv byl zakoupen od firmy Merck (Darmstadt, Germany)
Vv kvalité Cisty.

Kyselina octova (99,5%) — Penta (Chrudim, Czech Republic)

Octan sodny (99%) — Lachema (Neratovice, Czech Republic)

H,O — voda upravena reverzni osmozou.na katedte toxikologie UO

Chromatografické podminky

Pro analyzu byla pouzita kolona Waters Spherisorb Cyano 250x4,6 mm
I.D., 5 um, (Supelco Inc., Bellefonte, USA). Mobilni faze byla 45 %
acetonitrilu a 55 % 0,1 M vodného roztoku octanu sodného, ¢imZ bylo
upraveno pH na 5,000. Isokraticka eluce rychlosti toku 1 ml/min. Absorbance

byla méfena v maximech ptislusnych latek.
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5. Experimentalni ¢ast I - syntéza

5.1. Syntéza N-benzyl-N,N-dimetyl-N-alkyl bromidu (benzalkonia—BAK)
Benzalkonia (schéma 1) jsou zndmé a uzivané desinfek¢ni latky. Metoda

jejich pfipravy byla popsdna v n€kolika publikacich, které jsem pro ptipravu

také vyuzil (viz lit. [29,30]) . Syntetické a analytické postupy osvojené pii této

piipravé jsem vyuzil k pfipravé a identifikaci novych latek. Neuvadim proto

bliz8i rozbory problému syntézy a identifikace nebot’ jsem BAK pouzil pouze

jako standard pro svoji dalsi praci.

CH3 CHj
/ EtOH; 28h R
N > N+t~
\ R-Br \
CH, CH,
R= -CgH47
-C1oHyg
-C1oHos
-C14Hog
-C16H33
-Cq1gH37
-CooHyg
schéma 1

Vysledky (tab. 1) ke kterym jsem dosSel uvadim pouze v souhrnu a jsou

v souladu s jiz diive uvedenymi.
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Teplota tani

Vzorec Mw °C] Vytézek
@A/N@CSHH a° 328,33 53-56 -0
61,15 %

N ° 356,38 34-37,5 -
@A/ Cuoftzy BY ’ ’ 61,21 %
b ) 2,28
@A/ “Coths B 384,44 37-40 -
[ j /N{?CMHZQ 8o 412,49 43,5-47,5 2199
71 %

@A/N{?%H% a° 440,54 50-53 -0
58,28 %

b ) 2,48
@A/ “CogHyr B 468,60 81-83 m—
[ j /N{?CZOH41 8o 496,65 85-88 2359
64 %

Tab 1. Benzalkonia - souhrn
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5.2. Syntéza homologi pyridiniovych soli (N-alkylpyridinium bromidii)
5.2.3. Syntéza N-oktylpyridinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty

latka | Mr(g/mol) n (mol) m (g) V(ml)  p(g/) b.v.(°C)
pyridin 79,10 0,0373 2,95 3,00 0,981 114-116

oktylbromid | 193,13 0,0522 10,08 9,10 1,11 79-81
produkt 272,23 0,0373 10,15

Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:

(|38H17
N N* Br_
N EtOH: 50h N
o
A CgH47Br s

Pracovni postup: K roztoku 2,95g pyridinu v 50 ml ethanolu bylo piidano
10,08g (9,Iml) alkyl bromidu, coz je 1,4x vice nez latkového mnoZstvi
pyridinu. Michano za refluxu po dobu uplného zreagovani pyridinu, coZ bylo
pravidelné kontrolovano pomoci TLC na silikagelu. Po uplném zreagovani
bylo odpatfeno rozpoustédlo a latka rekrystalovana z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdé 2 hodiny

reak¢éni doba: 50h

bod tani nalezeny v odborné literatuie: nenalezeno
bod tani zméteny: 28-30°C

mnozstvi produktu : 1,36g

vytézek: 13,40 %

R; = 3,98 min

1H NMR (300 MHz, DMSO[111) ppm 9.12 (d, J = 5.67 Hz, 2H), 8.61 (t, J =

7.63,7.63 Hz, 1H), 8.18 (m, 2H), 4.58 (t, J = 7.45, 7.45 Hz, 2H), 1.98-1.80 (m,
2H), 1.22 (m, 12H), 0.82 (t, J = 6.56, 6.56 Hz, 3H)
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5.2.4. Syntéza N-decylpyridinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty

latka | Mr(g/mol) n (mol) m (g) V(ml)  p(g/) b.v.(°C)
pyridin 79,10 0,0373 2,95 3,00 0,981 114-116

decylbromid | 221,19 0,0522 11,55 10,80 1,069 111-113
produkt 300,29 0,0373 11,20

Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:

CioH21
N N* Br
N EtOH: 58h N
-
/ ClO Hler /

Pracovni postup: K roztoku 2,95g pyridinu v 50 ml ethanolu bylo piidano
11,55g (10,8ml) alkyl bromidu, coz je 1,4x vice nez latkového mnozZstvi
pyridinu. Michano za refluxu po dobu uplného zreagovani pyridinu, coZ bylo
pravidelné kontrolovano pomoci TLC na silikagelu. Po uplném zreagovani
bylo odpateno rozpoustédlo a latka rekrystalovana z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdé 2 hodiny

reak¢ni doba: 58h

bod tani nalezeny v odborné literatute: 36,5-37,8°C
bod tani zméteny: 30-32°C

mnozstvi produktu : 4,82¢g

vytézek: 43,06 %

R; =4,58 min

1H NMR (300 MHz, DMSO[ (1) ppm 9.14 (d, J = 5.63 Hz, 2H), 8.61 (t, J =
7.58, 7.58 Hz, 1H), 8.22-8.11 (m, 2H), 4.60 (t, J = 7.46, 7.46 Hz, 2H), 2.12 (m,
2H), 1.16 (m, 16H), 0.83 (t, = 6.64, 6.64 Hz, 3H)
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5.2.5.Syntéza N-dodecylpyridinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty

latka | Mr(g/mol)  n (mol) m@ V(m) p@El) bv.(0C)
pyridin 79,10 0,0373 2,95 3,0 0,981  114-116
dodecylbromid | 249,25 0,0522 13,01 12,5 1,04

produkt 328,35 0,0373 12,45

Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:

C|:12H25
N N™ Br
N EtOH: 33h N
>
/ C12 H25Br /

Pracovni postup: K roztoku 2,95g pyridinu v 50 ml ethanolu bylo piidano
13,01g (12,5ml) alkyl bromidu, coz je 1,4x vice nez latkového mnoZstvi
pyridinu. Michano za refluxu po dobu uplného zreagovani pyridinu, coz bylo
pravideln¢ kontrolovdno pomoci TLC na silikagelu. Po uplném zreagovani
bylo odpafeno rozpoustédlo a latka rekrystaluje z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: kazdé 2 hodiny

reak¢éni doba: 33h

bod tani nalezeny v odborné literatuie: 89-90°C, 47-48°C
bod tani zméteny: 73-75°C

mnozstvi produktu: 10,23¢g

vytézek: 82,13 %

R;=5,27 min

1H NMR (300 MHz, DMSO[ (1) ppm 9.14 (d, J = 5.63 Hz, 2H), 8.61 (t, J =

7.81, 8.02 Hz, 1H), 8.15 (m, 2H), 4.61 (t, J = 7.45, 7.45 Hz, 2H), 1.98-1.80 (m,
2H), 1.23 (m, 20H), 0.79 (t, J = 6.25, 6.25 Hz, 3H)
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5.2.6. Syntéza N-tetradecylpyridinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty
latka | Mr(g/mol) n(mol) m(@ Vm) pEl) by.(C)

pyridin 79,10 0,0373 2,95 3,0 0,981 114-116
tetradecylbromid | 277,30 0,0522 14,48 1425 1,016 181
produkt 356,4 0,0373 13,29

Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:

(|314H29
N N* Br
N EtOH: 33h N
>

Pracovni postup: K roztoku 2,95g pyridinu v 50 ml ethanolu bylo piidano
14,48g (14,25ml) alkyl bromidu, coz je 1,4x vice nez latkového mnoZstvi
pyridinu. Michano za refluxu po dobu tplného zreagovani pyridinu, coz bylo
pravideln¢ kontrolovdno pomoci TLC na silikagelu. Po uplném zreagovani
bylo odpateno rozpoustédlo a latka rekrystalovana z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdé 2 hodiny

reak¢ni doba: 33h

bod tani nalezeny v odborné literatute: 54,5-55,5°C
bod tani zméteny: 58-60°C

mnozstvi produktu: 10,05¢g

vytézek: 75,61 %

R; = 6,06 min

1H NMR (300 MHz, DMSO[ (1) ppm 9.14 (d, J = 5.63 Hz, 2H), 8.60 (t, J =

7.75,7.75 Hz, 1H), 8.22-8.11 (m, 2H), 4.61 (t, J = 7.45, 7.45 Hz, 2H), 1.98-
1.80 (m, 2H), 1.23 (m, 24H), 0.83 (t, J = 6.64, 6.64 Hz, 3H)
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5.2.7. Syntéza N- hexadecylpyridinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty
latka | Mr(g/mol) n(mol) m(@ Vml) p@) by.(C)

pyridin 79,10 0,0373 2,95 3,0 0,981  114-116
hexadecylbromid | 305,36 0,0522 15,94 16,0 0,992
produkt 384,46 0,0373 14,34

Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:

(|316H33
N N* Br
N EtOH: 33h N
>

Pracovni postup: Kroztoku 2,95g pyridinu v50 ml ethanolu bylo
pfidano15,94¢g (16,0ml) alkyl bromidu, coZ je 1,4x vice neZ latkového mnozZstvi
pyridinu. Michano za refluxu po dobu uplného zreagovani pyridinu, coz bylo
pravideln¢ kontrolovdno pomoci TLC na silikagelu. Po uplném zreagovani
bylo odpafeno rozpoustédlo a latka rekrystalovana z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdych 4-8 hodin.

reak¢ni doba: 33h

bod tani nalezeny v odborné literatuie: 78°C, 60,5-61,5°C
bod tani zméteny: 63°C

mnozstvi produktu: 14,16g

vytézek: 98,76 %

R; = 6,98 min

1H NMR (300 MHz, DMSO[I (1) ppm 9.13 (d, J = 5.69 Hz, 2H), 8.61 (s, 1H),

8.16 (t, J = 6.97, 6.97 Hz, 2H), 4.61 (t, J = 7.41, 7.41 Hz, 2H), 2.03-1.80 (m,
2H), 1.21 (m, 28H), 0.83 (t, J = 6.48, 6.48 Hz, 3H)

28



5.2.8. Syntéza N-oktadecylpyridinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty

latka | Mr(g/mol) n(mol) m(g V(M) pgl bv.(°C)

pyridin 79,10 0,0373 2,95 3,0 0,981 114-116

oktadecylbromid | 333,40 0,0522 17,40 150-152
produkt 4125 0,0373 15,38

Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:

(|318H37
N N* Br
N EtOH: 61h N
>
/ C18H37Br /

Pracovni postup: K roztoku 2,95g pyridinu v 50 ml ethanolu bylo piidano
17,40g alkyl bromidu, coz je 1,4x vice nez latkového mnozstvi pyridinu.
Michéno za refluxu po dobu Uplného zreagovani pyridinu, coZ bylo pravidelné
kontrolovdno pomoci TLC na silikagelu. Po Gplném zreagovani bylo odpatfeno
rozpoustédlo a latka rekrystalovana z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdé 2 hodiny

reak¢éni doba: 61h

bod tani nalezeny v odborn¢ literatute: 74-76°C
bod tani zméteny: 65-67°C

mnozstvi produktu: 14,57¢

vytézek: 94,71 %

R; = 8,05 min

1H NMR (300 MHz, DMSO[1 (1) ppm 9.12 (d, J = 5.41 Hz, 2H), 8.61 (s, 1H),

8.16 (t, J = 6.74, 6.74 Hz, 2H), 4.60 (t, J = 7.26, 7.26 Hz, 2H) 1.89 (t, 2H), 1.22
(m, 32H), 0.82 (d, J = 6.30 Hz, 3H)
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5.2.9. Syntéza N-eikosylpyridinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty

latka | Mr(g/mol)  n (mol) m@ Vml) pl) bv.(°C)
pyridin 79,10 0,0373 0,98 1,0 0,981  114-116
eikosylbromid | 361,45 0,0522 6,29

produkt 440,55 0,0373 5,49

Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:

(|320H41
N N* Br
N EtOH: 51h N
>
/ C20H4lBr /

Pracovni postup: K roztoku 0,98g pyridinu v 30ml ethanolu bylo pfidano 6,29¢g
alkyl bromidu, coz je 1,4x vice nez latkového mnozstvi pyridinu. Michano za
refluxu po dobu uplného zreagovani pyridinu, coz bylo pravidelné kontrolovano
pomoci TLC na silikagelu. Po uplném zreagovani bylo odpateno rozpoustédlo
a latka rekrystalovéna z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdych 4-8 hodin.

reak¢éni doba: 51h

bod tani nalezeny v odborné literatute: nenalezeno
bod tani zméteny: 72-75°C

mnozstvi produktu: 4,32¢g

vytézek: 78,69 %

R:;=9,31 min

1H NMR (300 MHz, DMSO[ (1) ppm 9.14 (d, J = 5.63 Hz, 2H), 8.60 (t, J =

7.84, 7.81 Hz, 1H), 8.26 (m, 2H), 4.61 (t, J = 7.45, 7.45 Hz, 2H), 1.98-1.80 (m,
2H), 1.23 (m, J = 10.76 Hz, 36H), 0.83 (t, J = 6.64, 6.64 Hz, 3H)
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5.3. Syntéza homologi isochinoliniovych soli (N-alkylisochinolinium
bromidii)

5.3.1. Syntéza N-oktylisochinolinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty

latka | Mr(g/mol) n (mol) m (g) Vml)  p(g) b.v.(°C)

isochinolin | 129,16 0,0232 3,00 2,75 1,099 243

oktylbromid| 193,13 0,0325 6,30 5,70 1,110 79-81
produkt 322,29 0,0232 7,48 - - -

Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:

CgH
87
ZZBN EtOH: 50h ~ N

| - | -

N CgH17Br N Br

Pracovni postup: K roztoku 3,00g isochinolinu v 50 ml ethanolu bylo pfidano
6,30g (5,70ml) alkyl bromidu, coZz je 1,4x vice neZz latkového mnoZstvi
i1sochinolinu. Michéano za refluxu po dobu uplného zreagovani isochinolinu, coz
bylo pravidelné¢ kontrolovano pomoci TLC na silikagelu. Po uplném
zreagovani bylo odpateno rozpoustédlo a latka rekrystalovana z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdé 2 hodiny

reak¢éni doba: 50h

bod tani nalezeny v odborné literatuie: nenalezeno
bod tani zméteny: 68-69°C

mnozstvi produktu : 6,81¢g

vytézek: 91,04 %

R; = 5,36 min

1H NMR (300 MHz, DMSO [111) ppm 10.25 (s, 1H), 8.88 (dd, J = 6.81, 1.32
Hz, 1H), 8.62 (d, J = 6.81 Hz, 1H), 8.50 (d, J = 8.31 Hz, 1H), 8.36 (d, J = 8.21
Hz, 1H), 8.24 (ddd, J = 8.72, 4.95, 1.46 Hz, 1H), 8.06 (ddd, J = 9.29, 5.22, 1.71
Hz, 1H), 4.74 (t, J = 7.42 Hz, 2H), 2.07-1.95 (m, 2H), 1.25 (dd, J = 21.43, 5.81
Hz, 12H), 0.80 (t, J = 6.75 Hz, 3H)
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5.3.2. Syntéza N-decylisochinolinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty

latka | Mr(g/mol) n (mol) m (g) Vml) pg)) b.v.(°C)
isochinolin | 129,16 0,0232 3,00 2,75 1,099 243
decylbromid | 221,19 0,0325 7,20 6,70 1,069  111-113
produkt | 350,35 0,0232 8,13 - -

Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:

CyoH
~ 100121
Y EtOH; 50h s

| - | -

\ ClonlBr \ Br

Pracovni postup: K roztoku 3,00g isochinolinu v 50 ml ethanolu bylo piidano
7,20g (6,70ml) alkyl bromidu, coz je 1,4x vice nez latkového mnoZstvi
isochinolinu. Michéano za refluxu po dobu uplného zreagovani isochinolinu, coz
bylo pravidelné¢ kontrolovano pomoci TLC na silikagelu. Po Uplném
zreagovani bylo odpateno rozpoustédlo a latka rekrystalovana z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdé 2 hodiny

reak¢éni doba: 50h

bod tani nalezeny v odborné literatute: nenalezeno
bod tani zméteny: 75-77°C

mnozstvi produktu : 6,37¢g

vytézek: 78,35 %

R;=6,18 min

1H NMR (300 MHz, DMSO)[1[] ppm 10.23 (s, 1H), 8.87 (d, J = 6.79 Hz, 1H),
8.62 (d, J = 6.78 Hz, 1H), 8.50 (d, J = 8.24 Hz, 1H), 8.36 (d, J = 8.30 Hz, 1H),
8.25 (dd, J = 7.97, 7.23 Hz, 1H), 8.07 (t, J = 7.61 Hz, 1H),

4.74 (t, J = 7.38 Hz, 2H), 2.12-1.89 (m, 2H), 1.41-0.96 (m, 16H), 0.81 (t, J =
6.57 Hz, 3H),
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5.3.3. Syntéza N-dodecylisochinolinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty

latka | Mr(g/mol) n(mol) m(g) V(ml) pl)  bv.(°C)
isochinolin | 129,16 0,0232 3,00 2,75 1,099 243
dodecylbromid | 249,25 0,0325 8,10 7,79 1,040 145
produkt 378,41 0,0232 8,78 - - -

Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:

CyoH
~ 120125
Y EtOH; 50h s

| - | -

\ C12H25Br \ Br

Pracovni postup: K roztoku 3,00g isochinolinu v 50 ml ethanolu bylo ptidano
8,10g (7,79ml) alkyl bromidu, coz je 1,4x vice nez latkového mnozstvi
isochinolinu. Michéano za refluxu po dobu uplného zreagovani isochinolinu, coz
bylo pravidelné¢ kontrolovano pomoci TLC na silikagelu. Po Uplném
zreagovani bylo odpaieno rozpoustédlo a latka rekrystalovana z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdé¢ 2 hodiny

reak¢éni doba: 50h

bod tani nalezeny v odborné literatute: nenalezeno
bod tani zméteny: 40-42°C

mnozstvi produktu : 6,05¢g

vytézek: 68,91 %

R;=7,12 min

1H NMR (300 MHz, DMSO)[1[] ppm 10.22 (s, 1H), 8.86 (dd, J = 6.79, 1.13
Hz, 1H), 8.62 (d, J = 6.80 Hz, 1H), 8.49 (d, J = 8.08 Hz, 1H), 8.36 (d, J = 8.23
Hz, 1H), 8.28-8.21 (m, 1H), 8.10-8.02 (m, 1H), 4.73 (t, J = 7.39 Hz, 2H), 2.08-
1.91 (m, 2H), 1.36-1.08 (m, 20H), 0.82 (t, J = 6.66 Hz, 3H)
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5.3.4. Syntéza N-tetradecylisochinolinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty
latka | Mr(g/mol) n(mol) m(g) V(ml) p(gl) bv.(°C)

isochinolin 129,16 0,0232 3,00 2,75 1,099 243
tetradecylbromid | 277,33 0,0325 9,00 8,88 1,016 181
produkt 406,46 0,0232 9,43 - - -

Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:

CyH
~ 147129
Y EtOH; 50h s

| - | -

\ C14H298r \ Br

Pracovni postup: K roztoku 3,00g isochinolinu v 50 ml ethanolu bylo ptidano
9,00g (8,88ml) alkyl bromidu, coz je 1,4x vice nez latkového mnoZstvi
isochinolinu. Michéano za refluxu po dobu uplného zreagovani isochinolinu, coz
bylo pravidelné¢ kontrolovano pomoci TLC na silikagelu. Po Uplném
zreagovani bylo odpaieno rozpoustédlo a latka rekrystalovana z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdé 2 hodiny

reak¢ni doba: 50h

bod tani nalezeny v odborné literatufe: nenalezeno
bod tani zméteny: 60-62°C

mnozstvi produktu : 8,24¢g

vytézek: 87,38 %

R; = 8,20 min

1H NMR (300 MHz, DMSO) (111 ppm 10.20 (s, 1H), 8.85 (dd, J = 6.79, 1.13
Hz, 1H), 8.62 (d, J = 6.77 Hz, 1H), 8.49 (d, J = 8.29 Hz, 1H), 8.36 (d, J = 8.25
Hz, 1H), 8.28-8.21 (m, 1H), 8.12-8.02 (m, 1H), 4.73 (t, J = 7.39 Hz, 2H), 2.00
(d, J = 6.71 Hz, 2H), 1.37-1.08 (m, 24H), 0.82 (t, J = 6.62 Hz, 3H)
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5.3.5. Syntéza N-hexadecylisochinolinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty
latka | Mr(g/mol) n(mol) m(g) Vml) pl) bv.(°C)

isochinolin 129,16 0,0232 3,00 2,75 1,099 243
hexadecylbromid | 305,36 0,0325 9,92 10,00 0,992  173-175
produkt 434,52 0,0232 10,08

Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:

C+H
~>16'133
ZZNY EtOH: 50h ZZBNNk

| -~ | -

\ C16H33Br \ Br

Pracovni postup: K roztoku 3,00g isochinolinu v 50 ml ethanolu bylo ptidano
9,92g (10,00ml) alkyl bromidu, coz je 1,4x vice nez latkového mnoZstvi
i1sochinolinu. Michéano za refluxu po dobu uplného zreagovani isochinolinu, coz
bylo pravidelné¢ kontrolovano pomoci TLC na silikagelu. Po uplném
zreagovani bylo odpafeno rozpoustédlo a latka rekrystalovana z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdé 2 hodiny

reak¢éni doba: 50h

bod tani nalezeny v odborné literatuie: nenalezeno
bod tani zméteny: 68-70°C

mnozstvi produktu : 8,42¢g

vytézek: 83,53 %

R;=9,46 min

1H NMR (300 MHz, DMSO)[111 ppm 10.25 (s, 1H), 8.87 (d, J = 6.82 Hz, 1H),
8.63 (d, J = 6.77 Hz, 1H), 8.50 (d, J = 8.17 Hz, 1H), 8.36 (d, J = 8.32 Hz, 1H),
8.25 (t, J = 7.67 Hz, 1H), 8.12-8.03 (m, 1H), 4.74 (t, J = 7.39 Hz, 2H), 2.08-
1.93 (m, 2H), 1.38-1.08 (m, 28H), 0.81 (t, J = 6.62 Hz, 3H)
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5.3.6. Syntéza N-oktadecylisochinolinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty

latka | Mr(g/mol) n(mol) m(g) Vml) pgl) bv.(°C)
isochinolin | 129,16 0,0116 1,50 1,40 1,099 243
oktadecylbromid | 333,40 0,0162 5,40 - - 150-152
produkt 462,56 0,0116 5,37 - -

Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:

C,cH
~ 18" 137
ZZBY EtOH: 50h ~ N

| - | -

\ C18H37Br \

Pracovni postup: K roztoku 1,50g isochinolinu v 50 ml ethanolu bylo pfidano
5,40g alkyl bromidu, coz je 1,4x vice neZ latkového mnoZstvi isochinolinu.
Michano za refluxu po dobu uplného zreagovani isochinolinu, coZz bylo
pravidelné kontrolovano pomoci TLC na silikagelu. Po uplném zreagovani
bylo odpatfeno rozpoustédlo a latka rekrystalovana z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdé 2 hodiny

reak¢éni doba: 50h

bod tani nalezeny v odborné literatuie: nenalezeno
bod tani zméteny: 76-78°C

mnozstvi produktu : 4,52¢g

vytézek: 84,17 %

R; = 10,96 min

1H NMR (300 MHz, DMSO) (111 ppm 10.20 (s, 1H), 8.85 (d, J = 6.80 Hz, 1H),
8.61 (d, J = 6.75 Hz, 1H), 8.49 (d, J = 8.34 Hz, 1H), 8.36 (d, J = 8.32 Hz, 1H),
8.25 (t, J = 7.63 Hz, 1H), 8.08 (d, J = 7.08 Hz, 1H), 4.72 (t, J = 7.27 Hz, 2H),
1.99 (d, J = 6.10 Hz, 2H), 1.24 (d, J = 29.46 Hz, 32H), 0.82 (t, J = 6.08 Hz,
3H)
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5.3.7. Syntéza N-eikosylisochinolinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty

latka | Mr(g/mol) n(mol) m(g) V(ml) pgl)  bv.(°C)
isochinolin | 129,16 0,0116 1,50 1,40 1,099 243
eikosylbromid | 361,45 0,0162 5,87 - 113
produkt 490,61 0,0232 7,48 - - -
Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:
CooH
200141
2 EtOH; 50h s
| > | Br
\ CooH41Br \

Pracovni postup: K roztoku 1,50g isochinolinu v 50 ml ethanolu bylo ptidano
5,87g alkyl bromidu, coz je 1,4x vice nez latkového mnozstvi isochinolinu.
Michano za refluxu po dobu uplného zreagovani isochinolinu, coZ bylo
pravideln¢ kontrolovdno pomoci TLC na silikagelu. Po uplném zreagovani
bylo odpateno rozpoustédlo a latka rekrystalovana z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdé 2 hodiny

reak¢éni doba: 50h

bod tani nalezeny v odborné literatute: nenalezeno
bod tani zméteny: 81-83°C

mnozstvi produktu : 4,00g

vytézek: 53,48 %

R;=12,82 min

1H NMR (300 MHz, DMSO) 11 ppm 10.18 (s, 1H), 8.89-8.80 (m, 1H), 8.61
(d, J = 6.79 Hz, 1H), 8.49 (d, J = 8.50 Hz, 1H), 8.36 (d, J = 8.20 Hz, 1H), 8.27
(d, J = 7.05 Hz, 1H), 8.08 (d, J = 7.17 Hz, 1H), 4.72 (t, J = 7.38 Hz, 2H), 1.99
(d, J = 6.61 Hz, 2H), 1.20 (s, 36H), 0.82 (t, J = 6.65 Hz, 3H)
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5.4. Syntéza homologi chinoliniovych soli (N-alkylchinolinium bromidii)

5.4.1. Syntéza N-oktylchinolinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty

latka | Mr(g/mol) n (mol) m (g) Vml) p(g) b.v.(°C)
chinolin | 129,16 0,0232 3,00 2,75 1,093 238

oktylbromid | 193,13 0,0325 6,30 5,70 1,110  79-81
produkt | 322,29 0,0232 7,48 - - -

Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:

C|:8H17
N N Br
N EtOH: 70h N
-

Pracovni postup: K roztoku 3,00g chinolinu v 50 ml ethanolu bylo pfidano
6,30g (5,70ml) alkyl bromidu, coz je 1,4x vice nez latkového mnoZstvi
chinolinu. Michano za refluxu po dobu uplného zreagovani chinolinu, coZ bylo
pravideln¢ kontrolovdno pomoci TLC na silikagelu. Po uplném zreagovani
bylo odpaieno rozpoustédlo a latka rekrystalovana z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdé 2-4 hodiny

reakéni doba: 70h

bod tani nalezeny v odborn¢ literatuie: 88-89°C
bod tani zméteny: 66-68°C

mnozstvi produktu : 3,04¢g

vytézek: 40,64 %

R; = 5,15 min

1H NMR (300 MHz, DMSO) (101 ppm 9.37 (dd, J = 5.25, 1.37 Hz, 1H), 9.22
(d, J = 8.20 Hz, 1H), 8.51 (d, J = 7.56 Hz, 1H), 8.30 (s, 1H), 7.95 (t, J = 7.62
Hz, 1H), 8.11-8.07 (m, 1H), 8.16 (d, J = 8.50 Hz, 1H), 5.09 (t, J = 7.55 Hz,
2H), 1.94 (t, J = 7.33 Hz, 2H), 1.45-1.08 (m, 10H), 0.80 (t, J = 6.59 Hz, 3H)
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5.4.2. Syntéza N-decylchinolinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty

latka | Mr(g/mol) n (mol) m (g) Vml) pg)) b.v.(°C)
chinolin | 129,16 0,0232 3,00 2,75 1,093 238

decylbromid | 221,19 0,0325 7,20 6,70 1,069 111-113
produkt | 350,35 0,0232 8,13 - -

Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:

C|310H21
N N* Br
N EtOH: 70h N

Pracovni postup: K roztoku 3,00g chinolinu v 50 ml ethanolu bylo ptidano
7,20g (6,70ml) alkyl bromidu, coz je 1,4x vice nez latkového mnoZstvi
chinolinu. Michéano za refluxu po dobu Uplného zreagovani chinolinu, coz bylo
pravidelné kontrolovano pomoci TLC na silikagelu. Po uplném zreagovani
bylo odpatfeno rozpoustédlo a latka rekrystalovana z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdé 2-4 hodiny

reak¢éni doba: 70h

bod tani nalezeny v odborné literatuie: 87-88°C
bod tani zméteny: 48-50°C

mnozstvi produktu : 2,79g

vytézek: 34,32 %

R; =5,94 min

1H NMR (300 MHz, DMSO) 101 ppm 9.38 (d, J = 5.26 Hz, 1H), 9.23 (d, J =
8.34 Hz, 1H), 8.51 (d, J = 8.18 Hz, 1H), 8.32 (d, J = 8.61 Hz, 1H), 8.23-8.19
(m, 1H), 8.12-8.07 (m, 1H), 7.95 (t, J = 7.62 Hz, 1H), 5.09 (t, J = 7.51 Hz, 2H),
1.94 (t, J = 7.19 Hz, 2H), 1.44-1.10 (m, 14H), 0.80 (t, J = 6.59 Hz, 3H)
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5.4.3. Syntéza N-dodecylchinolinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty

latka | Mr(g/mol) n(mol) m(g) V(ml) pl)  bv.(°C)
chinolin 129,16 0,0232 3,00 2,75 1,093 238

dodecylbromid | 249,25 0,0325 8,10 7,79 1,040 145
produkt 378,41 0,0232 8,78 - - -

Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:

C|312H25
N N* Br
N EtOH: 70h N

Pracovni postup: K roztoku 3,00g chinolinu v 50 ml ethanolu bylo piidano
8,10g (7,79ml) alkyl bromidu, coz je 1,4x vice nez latkového mnozZstvi
chinolinu. Michéano za refluxu po dobu Uplného zreagovani chinolinu, coz bylo
pravidelné kontrolovano pomoci TLC na silikagelu. Po uplném zreagovani
bylo odpatfeno rozpoustédlo a latka rekrystalovana z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdé 2-4 hodiny

reak¢éni doba: 70h

bod tani nalezeny v odborn¢ literatuie: 100
bod tani zméteny: 73-75°C

mnozstvi produktu : 2,96g

vytézek: 33,71 %

R; = 6,84 min

1H NMR (300 MHz, DMSO) (101 ppm 9.37 (d, J = 5.25 Hz, 1H), 9.22 (d, J =
8.32 Hz, 1H), 8.51 (d, J = 8.21 Hz, 1H), 8.16 (d, J = 7.31 Hz, 1H), 8.12-8.07
(m, 1H), 7.95 (t, J = 7.63 Hz, 1H), 8.30 (s, 1H), 5.08 (t, J = 7.50 Hz, 2H), 2.03-
1.84 (m, 2H), 1.45-1.09 (m, 18H), 0.81 (t, J = 6.48 Hz, 3H)
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5.4.4. Syntéza N-tetradecylchinolinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty
latka | Mr(g/mol) n(mol) m(g) V(ml) p(gl) bv.(°C)

chinolin 129,16 0,0232 3,00 2,75 1,093 238
tetradecylbromid | 277,33 0,0325 9,00 8,88 1,016 181
produkt 406,46 0,0232 9,43 - - -

Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:

C|314H29
N N* Br
N EtOH: 70h N
— Cy4Ho0Br o

Pracovni postup: K roztoku 3,00g chinolinu v 50 ml ethanolu bylo ptidano
9,00g (8,88ml) alkyl bromidu, coz je 1,4x vice nez latkového mnoZstvi
chinolinu. Michano za refluxu po dobu uplného zreagovani chinolinu, coZ bylo
pravidelné kontrolovano pomoci TLC na silikagelu. Po uplném zreagovani
bylo odpatfeno rozpoustédlo a latka rekrystalovana z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdé 2-4 hodiny

reak¢éni doba: 70h

bod tani nalezeny v odborné literatute: nenalezeno
bod tdni zméteny: 98-100°C

mnozstvi produktu : 3,30g

vytézek: 34,99 %

R; = 7,87 min

1H NMR (300 MHz, DMSO)[11] ppm 9.38-9.34 (m, 1H), 9.19 (d, J = 8.35 Hz,
1H), 8.51 (d, J = 8.16 Hz, 1H), 8.30 (d, J = 8.52 Hz, 1H), 8.25-8.19 (m, 1H),
8.15-8.09 (m, 1H), 7.94 (t, J = 7.61 Hz, 1H), 5.08 (t, J = 7.52 Hz, 2H), 1.94 (t,
J=7.16 Hz, 2H), 1.47-1.14 (m, 22H), 0.82 (t, J = 6.61 Hz, 3H)
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5.4.5. Syntéza N-hexadecylchinolinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty
latka | Mr(g/mol) n(mol) m(g) Vml) pl) bv.(°C)

chinolin 129,16 0,0232 3,00 2,75 1,093 238
hexadecylbromid | 305,36 0,0325 9,92 10,00 0,992  173-175
produkt 434,52 0,0232 10,08

Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:

C|316H33
N N* Br
N EtOH: 70h N
>

Pracovni postup: K roztoku 3,00g chinolinu v 50 ml ethanolu bylo pfidano
9,92g (10,00ml) alkyl bromidu, coz je 1,4x vice neZz latkového mnoZstvi
chinolinu. Michano za refluxu po dobu Upln¢ho zreagovani chinolinu, coZ bylo
pravidelné kontrolovano pomoci TLC na silikagelu. Po uplném zreagovani
bylo odpatfeno rozpoustédlo a latka rekrystalovana z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdé 2-4 hodiny

reak¢éni doba: 70h

bod tani nalezeny v odborné literatute: 92°C, 104-106°C
bod tani zméteny: 90-92°C

mnozstvi produktu : 2,25¢g

vytézek: 22,32 %

R; =9,07 min

1H NMR (300 MHz, DMSO) 1] ppm 9.40-9.32 (m, 1H), 9.18 (d, J = 8.38 Hz,
1H), 8.51 (d, J = 8.25 Hz, 1H), 8.28 (d, J = 3.80 Hz, 1H), 8.21-8.16 (m, 1H),
8.12-8.08 (m, 1H), 7.99-7.89 (m, 1H), 5.08 (t, J = 7.23 Hz, 2H), 2.03-1.85 (m,
2H), 1.46-1.11 (m, 26H), 0.82 (t, = 5.94 Hz, 3H)
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5.4.6. Syntéza N-oktadecylchinolinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty
latka | Mr(g/mol) n(mol) m(g) Vml) pgl) bv.(°C)

chinolin 129,16 0,0116 1,50 1,37 1,093 238
oktadecylbromid | 333,40 0,0162 5,40 - 150-152
produkt 462,56 0,0116 5,37 -
Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:
CigHs7
N N* Br
N EtOH: 70h N
-

Pracovni postup: K roztoku 1,50g chinolinu v 50 ml ethanolu bylo pfidano
5,40g alkyl bromidu, coz je 1,4x vice nez latkového mnozstvi chinolinu.
Michano za refluxu po dobu uplného zreagovani chinolinu, coz bylo pravidelné
kontrolovano pomoci TLC na silikagelu. Po Gplném zreagovani bylo odpaieno
rozpoustédlo a latka rekrystalovana z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdé 2-4 hodiny

reak¢ni doba: 70h

bod tani nalezeny v odborné literatutre: 106°C
bod tani zméteny: 92-94°C

mnozstvi produktu : 1,19¢g

vytézek: 22,16 %

R; = 10,48 min

1H NMR (300 MHz, DMSO)(11] ppm 9.33 (d, J = 3.96 Hz, 1H), 9.15 (d, J =
8.31 Hz, 1H), 8.50 (d, J = 8.18 Hz, 1H), 8.20-8.16 (m, 1H), 8.09 (d, J = 2.70
Hz, 1H), 7.95 (d, J = 7.20 Hz, 1H), 8.27 (s, 1H), 5.07 (t, J = 7.50 Hz, 2H), 1.93
(d, J = 7.05 Hz, 2H), 1.47-1.12 (m, 30H), 0.82 (t, J = 6.51 Hz, 3H)
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5.4.7. Syntéza N-eikosylchinolinium bromidu

Hodnoty: Vychozi latky a produkty

latka | Mr(g/mol) n(mol) m(g) V(ml) pgl)  bv.(°C)
chinolin 129,16 0,0116 1,50 1,40 1,093 238
eikosylbromid | 361,45 0,0162 5,87 - 113
produkt 490,61 0,0232 7,48 - - -
Rozpoustédlo: ethanol
Schéma reakce:
C|320H41
N N* Br
N EtOH: 70h N
>
— CooHa4Br o

Pracovni postup: K roztoku 1,50g chinolinu v 50 ml ethanolu bylo piidano
5,87g alkyl bromidu, coZz je 1,4x vice nez latkového mnozstvi chinolinu.
Michano za refluxu po dobu uplného zreagovani chinolinu, coz bylo pravidelné
kontrolovano pomoci TLC na silikagelu. Po Gplném zreagovani bylo odpateno
rozpoustédlo a latka rekrystalovana z etheru.

Vysledky:
kontrola pomoci TLC: Kazdé 2-4 hodiny

reak¢éni doba: 70h

bod tani nalezeny v odborné literatuie: nenalezeno
bod tani zméteny: 98-99°C

mnozstvi produktu : 0,55g

vytézek: 7,35 %

R;=12,09 min

1H NMR (300 MHz, DMSO) (101 ppm 9.12 (s, 1H), 9.31 (s, 1H), 8.54-8.46 (m,

1H), 8.35 (d, J = 7.88 Hz, 1H), 8.25 (s, 1H), 8.06 (d, J = 3.03 Hz, 1H), 7.92 (d,
J=7.30 Hz, 1H), 5.10-5.01 (m, 2H), 2.02-1.86 (m, 2H), 1.21 (m, 34H), 0.83 (s,
3H)
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5.5. Syntéza homologu akridiniovych soli (N-alkylakridinium bromidi)

R= -CgHy7

R -C1oH2s

N -C1oH o5

N ) -C14H 29
- Br '816H33

CygH
18H37
AN -CooHa

Obr. 10 — Akridiniové soli

Pro ptipravu homologii akridinia jsem pouZil totozné podminky jako pro
piipravu ostatnich vySe uvedenych latek. Nepodatilo se mi bohuzel tyto latky
stejnym zplsobem pfipravit.

VyzkouSel jsem proto tfadu jinych rozpoustédel jako napf. aceton,
acetonitril, hexan, methanol. Jediny nadéjné vyhliZejici byl homolog akridinia
s délkou fetézce Cyy. PTi uziti acetonitrilu jako rozpoustédla doslo za snizené
teploty ke krystalizaci. Krystaly vSak za laboratorni teploty okamzité roztaly na
olejovitou kapalinu. Pomoci TLC se nedalo jednozna¢né prokazat, ze jde o
kvarterni latku, nebot’ vysoka lipofilita vychozi latky i produktu nedovolila
dokonalé rozdéleni na chromatografické desce. Ani detekce Dragendorffovym
¢inidlem nebyla objektivni, protoze akridin sdm o sob¢ zpiisobuje oranzové
zabarveni skvrny.

Diivodem netspéchu mize byt pfili§ malé reaktivita akridinu, zpiisobena
sterickym branénim dusikového atomu. I kdyZ jsem pfti reakcich ziskal zluté
krystaly jehlicovité struktury, nejednalo se bohuzel o cilené latky. NMR spektra
a reten¢ni Casy odpovidaly vychozi latce tj. akridinu. Pfiprava homologl soli

akridinu bude pfedmétem dalSiho vyzkumu.
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6. Experimentalni ¢ast II — méreni inhibi¢nich aktivit

Pied méfenim afinit k AChE byly nasyntetizovany latky vyse uvedeného
typu, tj. soli pyridinu, isochinolinu a chinolinu, s délkou uhlikatého fetézce C;-
Cs. Nejednalo se sice o povrchove aktivni latky, ale nds zajem byl sméfovan na
vztah mezi inhibi¢ni aktivitou a lipofilitou, proto byly tyto latky také zahrnuty

do ¢asti diplomové prace.
6.1. Princip stanoveni afinity inhibitori k AChE

Afinita syntetizovanych latek k enzymu (AChE) byla testovdna standardnim
in vitro pokusem [32]. Byl sledovan vliv koncentrace testované latky v
reakénim médiu na aktivitu AChE. Afinita heteroareniovych soli k AChE je
reprezentovana inhibicni konstantou (ICsp). VysS$i hodnota 1Csy odpovida
ubytku afinity heteroareniovych soli k enzymu.

Enzym AChE $tépi ptfidany substrat — acetylcholin-jodid (AChl) za vzniku
cholinu (Ch) a kyseliny octové (AA) (Schéma 2).

Schéma 2: Stépeni substratu enzymem

CH CH
@73 I AChE Sl
HiC—N—CH,CH, —O—C—CH; ————>  HyC—N—CH,CH, —OH * CH3COOH
CHy © CH; ©
[ [
AChI Ch AA

Pomoci titratoru je udrZzovano pH reakéni smési na hodnoté 8 dotitrovavanim
uvolnéné kyseliny octové roztokem NaOH. Spotieba NaOH je uUmérna
mnozstvi kyseliny octové, kterd vznikla rozkladem AChI enzymem (AChE). Pti

reakci AChE s inhibitorem se snizuje aktivita enzymu. Je-li aktivita AChE
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sniZena, snizi se 1 mnozstvi kyseliny octové vzniklé pfi rozkladu AChI a tim 1

spotfeba roztoku NaOH.

6.2. Experimentalni stanoveni afinity inhibitora k AChE

Chemikalie

Enzym: Jako zdroj enzymu byl pouzit 10% (w/v) homogenidt mozku bilého
laboratorniho potkana (kmen Wistar). Uspand zvitata byla usmrcena dekapitaci
a mozek byl vyjmut a opldchnut studenym fyziologickym roztokem.
Homogenizace byla provedena Vv destilované vodé pomoci Ultra-turrax
homogenizéru pii 20.000 ot./min. po dobu 1 min. 2 ml tohoto homogenatu byly
vloZzeny do zkumavek a byly uchovany pii1 -35°C. Rozmrazeny byly az tésné

pied pouzitim.

Roztoky: Byl ptipraven 0.01 M roztok NaOH na titraci kyseliny octové, 0.02 M
roztok acetylcholin-jodidu (AChl) a 3 M roztok NaCl.

Vlastni postup méieni

K 0.2 ml roztoku heteroareniovych soli o dané koncentraci (od 10° do 107
mol/dm®) bylo piidano 19.8 ml vody, 2.5 ml roztoku chloridu sodného a 0.5
ml homogenatu potkaniho mozku. Potom byly ptidany 2.0 ml roztoku substratu
— acetylcholin-jodidu. Enzymova aktivita byla zjisténa pomoci automatického
titratoru RTS 822 (Radiometer Copenhagen) sloZzeného z pH metru,

automatického titratoru a zapisovace.
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Vypocty

Aktivity intaktniho (ag) a kvarterni latkou inhibovaného (a;) enzymu byly
odecteny ze zavislosti spotfeby roztoku hydroxidu sodného na Case, kterd je
pfimo imérna titrované kyselin€ octové uvolnéné hydrolyzou acetylcholinu.
Z namétenych hodnot aktivit bylo vypocitano procento inhibice AChE podle
VZOrce:

X =a;/ ag (%)

Inhibicni koncentrace (ICsy) byla ziskana nelinearni regresi ze zavislosti
enzymove¢ aktivity na koncentraci heteroareniovych soli. Pro vypocet byl pouzit
program GraphPad Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).

Vysledky méfeni: Byly méfeny inhibi¢ni aktivity vSech pfipravenych latek,

vysledky inhibic jsou uvedeny v tabulce 2 a v grafu 1.

Délka IC 50 —
allsylgcnlho IC 50 - Pyridinium Isochinolinium IC 50 - Chinolinium
retézce
1 0,00859 0,00065 0,00172
2 0,01260 0,00723 0,00166
4 0,00829 0,00090 0,00035
6 0,00143 0,00078 0,00041
8 0,00077 0,00072 0,00046
10 0,00061 0,00023 0,00020
12 0,00029 0,00039 0,00031
14 0,00039 0,00033 0,00016
16 0,00074 0,00022 0,00025
18 0,00209 0,00028 0,00018

Tab. 2 Inhibi¢ni koncentrace 50 (IC 50 [M])
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graf 1 — vysledky IC 50
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7. Experimentalni ¢ast III — méreni CMC

7.1. Princip stanoveni CMC

Pro méfeni inhibi¢nich aktivit byla zvolena spektralni metoda s pouzitim
barviva Eosinu (Geigy, Basilej, Svycarsko). Barvivo Eosin ma absorbéni
maximum pii 116 nm. Pfi zvySujici se koncentraci tenzidu, dochazi k poklesu
absorbance pfi 116 nm a naopak ristu absorbance pii vyssi vinové délce (vznik
nového absorbéniho maxima), coz je zapfi¢inéno tvorbou asociatu tenzid-
barvivo. Dostaneme dvé sigmoidei (kazda pro jedno maximum). Z kiivky

nového absorbéniho maxima zjist'ujeme hodnotu log CMC.
7.2. Experimentalni stanoveni CMC

Byla piipravena fada molarnich koncentraci tenzidu 10°-10" v rozestupech 10°
° 10, 1037, 1032 103, 102', 1023 102 . Pouzitad koncentrace barviva byla

3,1x10”. Blizi navod a popis metody viz. literatura [33, 34].

Pristrojové vybaveni

Pro méfeni inhibicnich aktivit byla zvolena spektralni metoda s pouzitim
barviva Eosinu (Geigy, Basilej, Svycarsko). Pro méfeni byl pouzit
jednopaprskovy spektrofotometr Nicolet Evolution 300 (USA) s programem
Vision Pro (USA).

Vysledky méieni
Délka alkylaéniho | pyridinium — log chinolinium - log isochinolinium — pyridinium-
fetézce CMC CMC log CMC standard

8 -1.4 -2,1 -2 -0,60
10 -1,7 -3,1 -2,5 -1,24
12 -2,7 -3,1 -3,3 -1,88
14 -2,9 -3,8 -3,6 -2,62
16 -3,8 -4,0 -4,0 -3,16
18 -4,0 -5,1 -5,1 -3,80
20 -5,1 53 -5,6

Tab. 3 — hodnoty log CMC
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logCMC

Zavislost CMC na poctu uhliku lipofilniho alkylu

* py
= chi
ichi
* pystand

y = -0,2982x + 0,4464
R? = 0,9809

nC

Graf 2 — Zavislost CMC na poctu uhlik lipofilniho alkylu
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8. Zavér a diskuse

Uspésné byly pfipraveny tii homologické fady kvarternich latek. Souhrn

jednotlivych tad je uveden v tabulkach 4, 5 a 6. V fad¢€ pyridinu a isochinolinu
se vytézky az na vyjimky pohybovaly v relativné vysokych hodnotach (60-
90%). Naproti tomu v fadé¢ homologii odvozené od chinolinia byly vytézky
znateln¢ nizs$i (20-30%). Dtvodem byla pravdépodobné mensi reaktivita
chinolinového dusiku zapiiCinénd jeho sterickym branénim. Neuspéchem
skoncila pfiprava homologt akridinia, které se za stejnych podminek pfipravit
nepodafilo (bliz§i komentar viz piislusnd kapitola). Pravdépodobny divod
neuspéchu piipravy akridiniovych soli je totozny s vySe zminénym divodem
diskutovanym pro chinoliniové sole.
Piipravené latky s délkou uhlikatého fetézce Cg-Cis byly za tepla dobie
rozpustné ve vodé. Latky s délkou fetézce Cig-Cyo byly spiSe Spatné rozpustné
ve vod€. Roztoky vSech téchto latek vyrazné pénily, coz dokazovalo jejich
povrchove aktivity.

U vSech uspésné ptipravenych latek byla provedena analyza NMR a
HPLC, a tim dokézéna jejich totoZnost a Cistota. Pt1 HPLC analyze byla pouZita
mobilni faze, kterd se osvédcCila jiz pti testovani benzalkonia. Byly vytvofeny
smeésné chromatogramy (viz grafy 3, 4, 5), kde byly latky od sebe znatelné
oddélené. Byly urCeny retencni casy, které jsou uvedeny v jednotlivych
protokolech.

Byly syntetizovany i sole s délkou fetézce C;-Cq. Vzhledem k tomu, Ze se
nejedna o povrchové aktivni latky, nebyly uvedeny ani podrobné vysledky jako
u ostatnich latek. Latky byly vyuzity pifi méfeni a srovnavani hodnot
inhibi¢nich aktivit (viz. tab. 2 a graf 1).

Po zméteni inhibi¢nich aktivit vii¢i enzymu AChE byly zjistény zajimaveé
vysledky. Z grafu 1 miZzeme pozorovat nartst inhibi¢nich aktivit (tj. pokles IC

50) srostouci délkou alkyla¢niho fetézce. Jelikoz s délkou fetézce roste
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lipofilita molekuly 1ze od téchto latek ocekavat 1 prostupnost
hematoencefalickou bariérou, coz by v budoucnu bylo velmi Zadouci, nebot
latky by se daly teoreticky vyuzit jako medikace pii Alzheimerové nemoci ¢i
pii Myasthenia gravis. U latek s délkou fetézce Cy nebylo bohuzel méteni
inhibi¢nich vlastnosti objektivni, nebot’ se latky nerozpoustély ve vodé. Po
rozpusténi v DMSO doslo ke zkresleni vysledki, protoze samotné rozpustédlo
ovlivituje aktivitu enzymu AChE. Z tohoto divodu vysledky méfeni nebyly
zahrnuty do této prace.

Stanoveni CMC Ize provést mnoha zpiisoby. V mé préaci byla zvolena
spektrofotometrickd metoda, ktera byla vybrana jako nejSetrnéjSi na spottebu
vzorku i citlivost. Z tabulky 3 a grafu 2 byla u vSech tii fad kationickych
tenzidli prokazana linearni zavislost logaritmu hodnoty CMC na délce
lipofilniho alkylu ve smyslu Traubeho pravidla, tzn. Ze s rostouci délkou alkylu
klesa hodnota log CMC. Pro jednotlive sady tenzidii jsou charakteristické
smérnice a absolutni Cleny rovnic proloZzenych piimek (graf 2). Pii srovnani
jednotlivych tad nebyly pozorovany vyrazngjsi rozdily, nebot se jednalo o
strukturné podobné latky. Ziskané experimentalni hodnoty bylo mozno
porovnat s referenénimi z literatury pouze v piipadé pyridinii [35], protoze dalsi
dvé fady nebyly v literatute dohledatelné. U absolutnich ¢lenti piimky je
odliSnost v¢Etsi, mohla ji zplisobit chyba ve vyjadfovani koncentraci a téz
odlisny zptlisob stanoveni, referen¢ni data byla ziskdna z konduktometrického

merenti.
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Tabulky a chromatogramy

Teplota tani

Vzorec Mw °C] Vytézek
— 1,369
\ N*-CgHi; Br 272,23 28-30
/ 13,40 %
— 4,829
\ N*-CyoHp; Br 300,29 30-32
43,06 %
— 10,239
\ / N+_C12H25 BI’_ 328,35 75
82,13 %
— 10,059
\ / N+_Cl4H29 Br- 356,4 58‘60
75,61 %
— 14,169
\ / N+_CleH33 Br 384,46 63
98,76 %
— 14,579
\ / N+_C18H37 Br 412,5 65-67
94,71 %
i—: 4,329
\ N*—CyoHs4; Br 440,55 72-75
78,69 %
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Teplota tani

Vzorec Mw °C] Vytézek
6,819

=\ ] 322.29 68-69
\ N Cet B 91.04 %
6,379

=\ ) 350,35 75-77
\ /N "Caottar Br 78.35 %
6,059

—\ ) 37841 40-42
\ N Cuts B 68,91 %
8,249

—\ ] 406,46 60-62
\ /N —Cy4H29 Br 87,38%
8,429

=\ ] 434,52 68-70
\ //V Castas Br 83.53 %
4,529

=\ ) 462,56 76-78
\ /N Castar B 84.17 %
4,009

=\ ] 490,61 81-83
\ /N “Caotler Br 53.48 %

Tab. 5 Isochinoliniové sole - souhrn
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Vzorec Mw Te"'[fé‘;"] tant Vytézek
/f:8H17 } 3,049

) N\ Br 322.29 66-68
40,64 %
/leoHu ] 2,799

) " Br 350,35 48-50
34,32 %
/f:lZHZS _ 2,969

) " Br 378,41 73-75
33.71 %
/5314H29 ) 3,30g

J " Br 406,46 98-100
34.99 %
/+ClGH33 ) 2,259

J N Br 434,52 90-92
2232 %
/5:18H37 ) 2,389

J " Br 462,56 92-94
2216 %
/f:on41 ) 0,55¢

J " Br 490,61 98-99
7.35 %

Tab

. 6 Chinoliniové sole — souhrn
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Seznam zkratek:

NMR
TLC

nuklearni magneticka rezonance

thin leyer chromatogrphy

teplota tani

teplota varu

kriticka micelarni koncentrace
benzalkonia

high perfomence liquid chromatography
povrchové aktivni latka

reten¢ni faktor

retencni Cas
acetylcholinesterasa
inhibi¢ni koncentrace
acetylcholinjodid
kyselina octova

cholin
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