(11) Cislo dokumentu :

e DATENTOVY SPIS| 276 178

REPUBLIKA

(19)

(21) C&islo priblasky :

(30) Prioritni data :

sl

FEDERALN! URAD

PRO VYNALEZY (24) Oznémeno ud&leni ve V&stniku :

| (22) PprihléSeno : 13 07 90

(40) Zvefejnéno : 15 01 92
(47) Ud&leno : 21 02 92

(13) Druh dokumentu : B6
(51) 1Int. Cl.%

A 01 N 47/20
A 01 N 43/40

(73) Majitel patentu : UNIVERZITA KOMENSKEHO, BRATISLAVA

(72) Puvodce vyndlezu : KRALOVA KATARINA RNDr. CSec.
SERZEN FRANTISEK ing. CSc.,.
CSOLIEI JOZEF RNDr. CSc.,

, mami uhl

(54) Nézev vynsdlezu : Algicidny prostriedok typu N-alkyl-4-piperidylesterov

alkoxykarbanilovych kyselin

(567) Anotace :

" Algicfdny prostriedok, ktory ako ddinnd

lédtku obsahuje zlieninu obecného vzorca
I, kde R, je priamy alkyl s 2 aZ 4 ato-

3 1ka a OR, je alkoxyl so 4 aZ 7 a-
tomami uwhlika v grto- alebo meta~ polohe
benzénového jadra. Syntéza tychto novosyn-
tetizovanych zlidenin je uvedend v préci
autorov Cs8llei J., Bene¥ L., Borovansky
4., Svec P., Béderovd E., Kozlovsky J.:
Ceskoslov. farm. XXXV. 229 (1986). ZluZe-

niny_gosqbia g}gicidne pri koncentrdcidch ‘

6.107" mol.dm™ a vy§§§ch (t. j. pri kon-
centrdcideh 2,3 mg.dm > (a vy$&ich).
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Vynélez sa tyka algicidneho prostriedku, ktory ako ¢¥innud ldtku obsahuje zld&eninu
obecného vzorca I

OR2 . (1),

kde R, je priamy alkyl s 2 a¥ 4 atdémami uhlika a OR, je alkoxyl so 4 a% 7 atémami v orto-
alebo meta-polohe benzénového jadra,

Syntéza novosyntetizovanych doposial nepopisanych zludenin obecndho vzorca I je uvede-
néd v préci autorov Cs8llei J., Bene$ L., Borovansky A., Svec P., Béderovd E., Kozlovsky J.:
feskoslov. farm. XXXV, 299 (1986). ZldSeniny vykazujui lokélne anesteticlki udinmnost.

Pri dal¥om ¥tudiu biologickej @¥innosti zlui¥enin obecného vzorca I sme zistili, Ze
tieto vyrazne inhibujd rast a syntézu chlorofylu rias.

Inhibi¥nd d&innost zlufenin obecného vzorca I na riasy sa testovala staciondrnou kul-
tivdciou synchronnej kultiry rias Chlorella vulgaris. Hodnotil sa ndrast buniek rias, ako
aj obsah syntetizovaného chlorofylu. Podrobny popis metddy hodnotenia je uvedeny v priklade
1. Miera antialgdlnej d¥innosti zlddenfn obecného vzorca I je vyjadrend vdajmi v tabulke 1.
Inhibiény vplyv na riasy sa sledoval u nasledujuicich zludenin obecného vzorca I:

1. N-etyl-N-piperidylester 2-butoxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (pracovné oznadenie
4224) . :

2. N-etyl-4~piperidylester 2-pentyloxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAX 4225)
3. N-etyl-4-piperidylester 2-hexyloxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAK 4226)

4. N-etyl-4~piperidylester 2-heptyloxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAK 4227)
5. N-etyl-4-piperidylester 3-butoxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAK 4234)

6. N-etyl-4-piperidylester 3-pentyloxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAK 4235)
7. N-etyl-4-piperidylester 3-hexyloxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAK 4236)

8. N-etyl-4-piperidylester 3-heptyloxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAK 4237)
9. N-propyl-4-piperidylester 2-butoxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAK 4324)
10. N-propyl-4-piperidylester 2-pentyloxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAK 4325)
11. N-propyl-4-piperidylester 2-hexyloxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAK 4326)
12. N-propyl-4-piperidylester 2-heptyloxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAK 4327)
13. N-propyl-4-piperidylester 3-butoxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAK 4334)
14. N-propyl-4-piperidylester 3-pentyloxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAX 4335)
15, N-propyl-4-piperidylester 3-hexyloxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAK 4336)
16. N-propyl-4-piperidylester 3-heptyloxykarbanilovej kyseliny, hydroechlorid (PAX 4337)
17, N-butyl-4-piperidylester 2-butoxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAK 4424)

18. N-butyl-4-piperidylester 2-pentyloxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAK 4425)
19, N-butyl-4-piperidylester 2-hexyloxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAK 4426)
20. N-butyl-4-piperidylester 2-heptyloxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAK 4427)
21, N-butyl-4~piperidylester 3-butoxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAK 4434)
22. N-butyl-4-piperidylester 3-hexyloxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAK 4436)
23+ N-butyl-4~piperidylester 3-heptyloxykarbanilovej kyseliny, hydrochlorid (PAK 4437)

Tabulka !

Inhibidng Udinnost 1dtok obecndho vzorca I na riasy Chlorells vulgaris
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Létka Ic,, MIC - g, 10~%mé1 . a3
syntézy syntézy rastu
chlorofylu chlorofylu rias

PAX 4224 50,0 20,4 27,5
PAK 4225 50,0 30,2 34,7
PAK 4226 33,1 10,7 13,8

PAK 4227 10,2 8,7 8,9

PAK 4234 11,0 8,7 8,7
PAK 4235 9,1 7,9 7,9
PAK 4236 6,0 3,8 4,6

PAXK 4237 11,5 S T,4 8,4

PAK 4324 60,3 17,4 28,8

PAK 4325 25,1 11,8 15,1

PAK 4326 25,1 11,8 11,5

PAK 4327 25,1 13,5 12,9

PAK 4334 16,2 5,4 T4

PAK 4335 10,0 5,5 6,1

PAK 4336 8,7 4,2 4,6

PAK 4337 10,0 5,8 7,6

PAK 4424 19,9 8,3 12,6
PAK 4425 20,0 10,5 10,5
PAK 4426 ' 39,8 12,0 20,9
PAK 4427 35,5 13,8 16,6
PAK 4434 15,8 9,6 9,1
PAK 4436 10,0 Tyt 8,3
PAK 4437 15,1 9,8 11,5

IC50 znali koncentriciu %tudovanej létky, pri ktorej dochddza k 50%nej inhibicii‘hodnotené-
ho parametra rias vzhladom na kontrolné vzorky;

MIC zna&i minimdlnu koncentrdciu $tudovanej létky, pri ktorej dochddza k uplnej inhibicii
hodnoteného parametra rias.

Nasledujuci priklad bliZ3ie osvetluje inhibi&nd d¥innost zlulenin podia vyndlezu na
zelené riasy.

Priklad 1

Ueinok zluidenin podia vyndlezu na rast rias Chlorella vulgaris a obsah syntetizovaného chlo-
rofylu

Riasy Chlorella vulgaris sa pestovali staciondrnou kultivdciou pri teplote 25 I OC,
pri svetelnom reZime 16 hodin svetlo/8 hodin tma, v kultivainom médiu podia Setlika
(8etlik I.: Annual Report of Algolog Lab. for 1967, 71-140, Trebon, 1968). K Zivnému médiu
sa priddval roztok $tudovanej zlileniny v destilovanej vode takej koncentrécie, aby sa zis-
kala séria kultivadnych baniek s odstupnovanou koncentrdciou létky a s odstupnovanym biolo-
gibkym d&inkom. Banky sa inokulovali presnym objemom homogénnej suspenzie rias. Po 7-dennej
kultivdeii sa objem kultivadného média doplnil destilovanou vodou na pdvodny objem (vyrovna-
nie odparu vody) a v suspenzii buniek sa merala absorbancia pri 660 nm (Umernd mnoZstvu
buniek rias) a obsah chlorofylu po jeho extrakeii dimetylformamidom z odcentrifugovanych
buniek rias. Celkovy obsah chlorofylu rias v kultivafnom médiu sa vyhodnotil podla rovnice:
Chl (mg.dm'3) = 17,9 A647 + 8,08 A664,5' kde A je absorbancia vzorky pri 647, resp. 664,5
nm v | cm kyvete (Inskeep W. P., Bloom P. R.: Plant Physiol. 77 (2), 483-5, 1985).

71 skané hodnoty tychto parametrov sa porovndvali s hodnotami parametrov kontrolnych
vzoriek (vyhodnotené ako % kontroly). Na zdklade tychto hodndt sa extrapoldciou vy8islili
- koncentrdcie 3tudovanych zldZenin, pri ktoryech sa dosiahla 50%nd inhibicia CICSO) a v pri-
pade hodndt chlorofylu aj uplné inhibfcia (MIC). 2 hodndt asbsorbancie sa MIC nevyhodnocova-



3 CS 276 178 B6
la, nakoiko touto metddou sa stanovuji tie% odfarbené mrtve bunky'rias, a teda aj pri
uplnej inhibicii sa namerajd urdité hodnoty sbsorbancie.

Napriklad v pripade testovania d&inku zluZeniny PAK 4324 sa k 12 ﬁl kultivaéného mé-
dia s inokulem rias pridalo 0,12 ml vodného roztoku zludeniny PAK 4324 nasledovnych kon-
centrdcif 6,0.1073, 3,5.1073, 2,5.1073, 1,0.10"3 a 7,5.10™% mél.dm3. Skutoéné koncentrd-

cie zlileniny PAK 4324 v kultivalnom médiu a prisluiné hodnoty inhibicie rastu rias a syn-

tézy chlorofylu, vyjadrené v % kontrolnych vzoriek s uvedené v tabulke 2,

Hodnoty koncentrdcie Studovanej zluleniny, pri ktorej dochddza k 50%neJ, resp. uplnej
inhibicii ¥tudovaného paramétra rias sa zistuje extrapoléciou zo zdvislosti vykie uvede-
nych hodndt % zistenej inhibicie sledovaného parametra od logaritmu aplikovanej koncentri-
cie ¥tudovanej zlu&eniny.

Pabuika 2
Inhibicia rastu rias a syntézy'chlorofylu v pritomnosti zlddeniny PAK 4324

e - = o e ————— - e -

Konc. zlédenina PAK 4324 % kontroly * &

1076 w1, am™3 Chlorofyl Absorbancia
60 0 18,7 + 0,2
35 25,6 + 6,5 45,7 * 1,3
2> 38,1 + 3,7 58,0 + 2,0
10 68,9 + 10,8 87,5 * 2,8
745 82,8 + 3,0 94,8 + 1,9

b~ smerodajnd odehylka

PATENTOVE NALROKY

Algicidny prostriedok, Vyznaéujdci sa tym, Ze ako dlinnd ldtku obsahuje zludeninu
obecného vzorca I
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kde Ry je priamy alkyl s 2 a%Z 4 atomami uhlika a OR, je alkoxyl so 4 a%Z 7 atomami uhlika
v orto- alebo meta- polohe benzénového jadra. )
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