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Seznam zkratek

Pro v¢tsi prehlednost a soulad se zavedenym oznacenim nitrolatek v literatuie
jsou studované slouceniny povazovany za derivaty toluenu.

ADNT Aminodinitrotolueny

ANT Aminonitrotolueny
AT Aminotolueny

CDX B-Cyklodextrin
DANT Diaminonitrotolueny
DAT Diaminotolueny

DMCDX  Heptakis(2,6-di-O-methyl)-f-cyklodextrin
DMSO Dimethylsufoxid

DNA Dinitroaniliny

DNB Dinitrobenzeny

DNT Dinitrotolueny

NA Nitroaniliny

NB Nitrobenzen

NT Nitrotolueny

SDS Laurylsulfat sodny (dodecylsulfat sodny)
TNT 2,4,6-trinitrotoluen

TNB Trinitrobenzeny



1 UVOD

2,4,6-Trinitrotoluen (TNT) patfil k nejpouzivanéjSim vybusSnindm 20. stoleti.
V dasledku toho doslo ke zna¢né kontaminaci vody a pldy touto slouceninou
v mistech vyroby a zpracovdni a rovnéZ v mistech, kde probihd manipulace
a likvidace TNT.

Pti1 primyslové vyrobé TNT dochazelo v minulosti ke vzniku dalSich polohovych
izomerim, jakoz 1 potenciondlnim produktiim jejich biotransformace nebyla na
rozdil od TNT v minulosti vénovana vétsi pozornost.

Hodnoceni toxikologickych a ekotoxikologickych vlastnosti TNT (pramyslové
vyrdbéného star§imi metodami) je vyznamné, stejné tak jako studium vztahii mezi
strukturou a jejich akutni toxicitou.

2 TEORETICKA CAST
2.1 TNT a produkty jeho transformace

2,4,6-Trinitrotoluen (TNT, 2-methyl-1,3,5-trinitrobenzen, o-trinitrotoluen, tritol)
poprvé piipravil Wilbrand v roce 1863. Od pocatku 20. stoleti zacal byt pouzivan
jako nejvyznamnéj$i vojenska trhavina nejprve v Némecku a poté v ostatnich
statech. Divodem jsou jeho vlastnosti: nizka teplota tani, umoZziujici plnit munici
litim, odolnost proti narazu, elektrostatické energii a tfeni, nulova hygroskopicita
a vysoka chemicka a termicka stabilita [1].

TNT tvofi Sest polohovych isomerl. Fyzikalné-chemicka data péti asymetrickych
izomerllh ovSem nejsou na rozdil od TNT tak dobfe prozkoumana. Znaceni
a odpovidajici  teploty tani  jednotlivych  izomerti  jsou  ndsledujici:
2,3,4- (B)-trinitrotoluen tt. 112 °C; 2,4,5- (y)-trinitrotoluen t.t. 104 °C;
3,4,5- (0)-trinitrotoluen t.t. 137,5 °C; 2,3,5- (¢)-trinitrotoluen tt. 97,2 °C
a 2,3,6- (n)-trinitrotoluen t.t. 111 °C.

Obsah téchto izomert v surovém TNT je nasledujici: 2,4,6-TNT 95,5%,
2,4,5-TNT 2,9%, 2,3,4-TNT 1,3% a 2,3,6-TNT 0,3%. Tyto ve vybusSninich
nezadouci ptimési vznikaji nitraci 2,3- , 2,5- a 3,4-dinitrotoluenu, které vznikaji
v druhém stupni vyroby nitraci m-nitrotoluenu. Asymetrické trinitrotolueny pak byly
spolu s dalS§imi vedlej$imi produkty odstranovany bud’ krystalizaci nebo rafinaci
trhavin v druhém jako suroviny pro vyrobu barviv. Odpadni filtrat vznikajici pti
rafinaci je nazyvan jako ,,red water* [1].

7 toxikologického hlediska patfi nitroaromaty obecné mezi toxické latky
s mutagennimi vlastnostmi. Toxicita TNT byla poprvé podrobnéji zkoumdna za
1. svétové valky, kdy doSlo k vyraznému rozsiteni vyroby. TNT se vyznacuje akutni
1 chronickou toxicitou, v lidském organizmu zptsobuje poruchy krvetvorby, piisobi
na CNS, poskozuje jatra., drazdi a senzibilizuje pokozku. Intoxikace se projevuje



kifecemi, bolestmi hlavy a poruchami dychdni. Pti chronické otravé dochazi
k poskozeni jater a aplastické anemii. Casto se také objevuji neuropatologické
symptomy. TNT se vstiebava pokozkou a sliznicemi [1].

Osud TNT v zivotnim prostfedi zavisi na mnoha faktorech, které lze rozdélit na
biotické a ostatni. Mezi ostatni faktory jsou zafazovany nejriznéjsi fyzikalné
chemické déje. Do skupiny biotickych jevii pak nalezi transformace plvodni latky
plsobenim nejriznéjSich mikroorganizmi. Tohoto jevu je rovnéz vyuZivano pfii
cilené biologické degradaci téchto sloucenin.

Kone¢ny produkt transformace TNT zavisi na zpisobu a podminkéch, pii nichz
tato transformace probihd. V ptipad¢ biotransformaci je to hlavné druh ptitomnych
mikroorganizmu a prostiedi, v némz k transformaci dochézi. Z hlediska prosttedi 1ze
biotransformace (resp. biodegradace) rozdé¢lit na aerobni a anaerobni [2].

Vzhledem k zdpornému induktivnimu efektu ptitomnych nitroskupin je otevieni
benzenového kruhu a tim i transformace TNT pisobenim oxygenas obtizna. Snadno
ovSem probiha redukce nitroskupin, a to jak v prostfedi aerobnim, tak anaerobnim.
Pti transformaci TNT postupné vznikaji hydroxyaminodinitrotolueny (HADNT),
aminodinitrotolueny (ADNT), diaminonitrotolueny (DANT) a jako kone¢ny produkt
vétsSinou 2.4,6-triaminotoluen. V zavislosti na mikroorganizmech a podminkach pak
dochazi odstranénim aminoskupiny ke vzniku hydroxyslou€enin a k otevieni
aromatického kruhu [3]. Béhem tohoto procesu casto dochdzi rovnéz k vzniku
azoxysloucenin. Na rozdil od biotransformaci, probihajicich v anaerobnim prostiedi,
dochézi v aerobnich podminkach casto k uplné mineralizaci TNT [2,3,4]. Idedlnimi
kone¢nymi produkty biodegradaci jsou oxid uhli¢ity a voda, nebo latky, jejichz
toxicita je nizsi nez toxicita vychoziho TNT.

2.2 Metody syntéz

Z 62 sloucenin uvazovanych pro testovani je vétSina komeréné dostupnych. Jejich
seznam je uveden v kapitole 4.2, kde je soucastné uveden 1 jejich vyrobce. Ostatni
slouc¢eniny uvazované pro testovani bylo nutno pfipravit popsanymi nebo dosud
nepublikovanymi piivodnimi postupy.

Prvni ztéchto sloucenin je 2,4-diamino-3-nitrotoluen. Protoze tato latka neni
dostupna ptfimou nitraci 2,4-diaminotoluenu (vznika 2,4-diamino-5-nitrotoluen), je
nutno zvolit komplikovanéjsi postup. N-(3-kyano-4-methylfenyl)acetamid (ziskany
z o-toluonitrilu, ktery je nitrovan [5], nitro skupina redukovana chloridem cinatym
v alkoholu [6] a ziskany produkt je acetylovan acetanhydridem) je nitrovan na
N-(3-kyano-4-methyl-2-nitrofenyl)acetamid, kyanoskupina je hydrolyzovana na
amid a ten je Hofmannovym odbouravanim pfeménén na amin. V kone¢ném stupni
je odstranén acetyl z dusiku v poloze 4.
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Druhou pfipravenou slouceninou je 2,3-diamino-4-nitrotoluen. Jelikoz v tomto
ptipad€ neni k ochrané¢ aminoskupin béhem nitrace mozno pouzit acetylaci (dochézi
k vzniku derivatl benzoimidazolu) byla hled4na jind cesta jejich ochrany. Pouzity
postup vychdzi ze vzniku heterocyklu, ktery nitrovan a poté je heterocyklicky kruh
opét otevien. Tohoto postupu je pouzito i pii ptipravé 2,3-diamino-4-nitrotoluenu.
Jako vychozi sloucenina je 2,3-diaminotoluen, jehoz ethanolicky roztok reaguje
s roztokem kyseliny seleniCité za vzniku 4-methyl-2,1,3-benzoselenodiazolu. Jeho
nitraci dusi¢nanem draselnym v kyselin€ sirové vznikd smés 5- a 7-nitroderivati
4-methyl-2,1,3-benzoselenodiazolu [7]. Redukci téchto sloucenin jodovodikovou
kyselinou vznikaji Zadané¢ produkty [8]. Jako wvedlejsi produkt vznikd
2,3-diamino-6-nitrotoluen [9].
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2.3 Hodnoceni toxicit

Pro zjisténi cizorodych latek v zivotnim prostfedi jsou Casto pouzivany metody
klasické environmentéalni analyzy (GC, HPLC atd.), kterymi Ize zjistit obsah
jednotlivych polutantd ve vzorku. Pro stanoveni toxikologickych udaji se jiz
dlouhou dobu pouziva biologické testovani na nejriiznéjSich organizmech.

Z testovacich organizmi jsou k testim ekotoxicity pouZivany nejcastéji rybky
(naptiklad Poecilia reticulata), datnie (Daphnia magna, Daphnia pulex) a zelené
sladkovodni tasy (Scenedesmus subspicatus). Rovnéz je pouzivan test inhibice rstu
kofene a v neposledni fad¢ bioluminiscencni bakterie (Vibrio fischeri) [10].
Slouceniny testované v této praci byly témito bakteriemi stanoveny v pracich [11 az
17]. Hodnoty toxicity jsou vyjadfovany jako LCsy (letdlni koncentrace, tj.
koncentrace, pii které uhyne 50% pokusnych jedincit), ICsy (inhibi¢ni koncentrace
znacici koncentraci, kterd inhibuje riist fas o 50%), NOAEC (nejvyssi koncentrace,
kterd nezpiisobi Zadny ucinek) nebo v sledovaném piipadé¢ hodnotami ECs,
(efektivni koncentrace, tj. koncentrace, kterd zplsobi 50% inhibici svételného
vykonu) [18].

Pouziti bioluminiscen¢nich bakterii ma pfed ostatnimi zmiflovanymi organizmy
nckolik vyhod, nebot’ tyto organizmy jsou finanéné nékladné;si, maji velké naroky
na prostor, provedeni testll je ¢asové narocné (hodiny aZz dny) a pro omezeny pocet
jednotlivell maji testy menS$i statistickou vyznamnost. Naproti tomu pouZiti
bioluminiscen¢nich bakterii je levnéj$i a rychle a relativné snadno proveditelné.
Casto jsou proto pouZivany pro monitorovani znecisténi povrchovych a odpadnich
vod, skladkovych vyluhi, atd. [18].

Samotny vyznam bioluminiscen¢nich in vivo indikatorti je znam jiz del$i dobu.
Ke zjisténi toxicity je vyuzivano poklesu produkce svételného vykonu bakterii
v zavislosti na koncentraci pfitomného toxikantu. U téchto bakterii je pfiblizné 10 %
pfemény metabolické energie vyuzivano k pfeméné na viditelné svétlo.

Vzhledem k tomu, Ze uvedend pfeména je spojena s bunéénym dychénim, je
ziejmé, Zze poruSeni téchto procest (at’ jiz naruSenim metabolismu, nebo piimo
bunéénych struktur) povede k poklesu bioluminiscence. Tento pokles je pfimo
umérny koncentraci meétfeného toxikantu zplsobujiciho poruSeni bunééného
metabolismu v souvislosti s elektronovym transportnim systémem.

Samotny vznik svétla je dan reakci redukované formy flavin mononukleotidu
(vznikd reakci nikotiamiddinukleotid fosfatu s flavin mononukleotidem) s vysSSim
alifatickym aldehydem a kyslikem za katalyzy enzymem luciferazou [19].

Produktem reakce je flavin mononukleotid, alifatickd kyselina, voda a svétlo
(Obr. 1).
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Obr. 1 Bakterialni bioluminiscence

Pti stanoveni toxicit je kazd4 z koncentraci daného vzorku zméfena v ase t = 0
proti vzorku srovndvacimu. Toto méfeni jsou opakovana v Case t = 15, respektive 30
minut. Vypocet % inhibice provede podle rovnice (1):

Tls(r):TO(r) 100

%(Inhibice)zl—T T ()
()T (k)

(1)
kde

T';5(r) je svételny vykon méfeného vzorku v ¢ase 15 minut,
Ty(r) je vykon téhoz vzorku v ¢ase 0 minut,

T';5(k) je svételny vykon kontrolniho vzorku v ¢ase 15 minut a
Ty(k) je svételny vykon kontrolniho vzorku na pocatku métent.

Pro hodnoceni vysledki testd je nutno ziskat minimalné 5 hodnot inhibice pro 5
riznych koncentraci, pfi€emz hodnoty inhibice se musi pohybovat v rozmezi 5 az
95%. Dale je nutné, aby hodnota 50% inhibice lezela minimalné mezi dvéma body.

Ziskan¢ vysledky jsou vysledné zpracovany probitovou analyzou, kdy ziskané
hodnoty inhibice jsou pievedeny na probity a vyneseny proti logaritmu koncentrace
jednotlivych vzorkl. Z vysledné zavislosti jsou poté vypocéteny hodnoty koeficienti
linedrni regrese a zpétné hodnota ECs,.

2.4 QSAR

Metoda hodnoceni vztahii mezi strukturou a biologickou aktivitou (QSAR,
Quantitative Structure-Activity Relationships) [20] vychazi ze snahy o zjiSténi
zavislosti mezi strukturou chemické latky a jejim biologickym efektem. K popisu
studované latky slouzi vétSinou empirické konstanty, které maji charakter konstant
substituentovych. Jsou odvozeny od fyzikdln¢ chemické zmény vlastnosti



slouceniny, kter¢ jsou zptisobeny zménou substituentu na zékladni struktuie. Rovnéz
jsou pouzivany veliCiny (empirické 1 experimentélni), které popisuji vlastnosti
molekuly jako celku. Z téchto divodu je ziejmé, ze substituentovych konstant 1ze
pouzit pouze pro strukturné ptibuzné latky.

Parametry popisujici molekulu pak mizeme rozdé€lit do nasledujicich skupin.
Lipofilni parametry (rozdélovaci koeficient oktanol-voda log P, lipofilni parametry
r, fragmentové konstanty f, ). Elektronové parametry (Hamettovy konstanty o,
molarni refrakce MR). Stericky parametr E;. Parametry popisujici topologii
molekuly (molekulova konektivita, index molekulového obrysu). Indikéatorova
proménna . V praxi je mozno pouzit i dalSich parametrQ, napt. veliin z kvantové
chemickych vypoctl apod.

Vysledna zavislost biologické odpovédi na jednotlivych parametrech je feSena
multiparametrovou linedrni regresi, jejimz cilem je nalezeni takové rovnice, kterd
nejlépe popisuje rozptyl hodnot zavisle proménné.

Je také nutno zhodnotit vzajemnou kovarianci nezavisle proménnych a v piipade¢,
ze mezi nékterymi je vysoka, je nutno uvazit, ktera z nich Iépe vystihuje biologicky
ucinek z fyzikalné chemického hlediska.

Na zéklad¢ ziskanych rovnic je poté mozno piedpovédét biologické odpovedi
latek, jez dosud nebyly pfipraveny nebo pro né€z nejsou biologickd data dostupna
z jinych divodu.

3 CILPRACE

Disertacni prace ,,Toxicita trinitrotoluenti a produktii jejich biotransfornaci‘
ma za cil stanoveni toxicit izomertt TNT a moznych produkti jejich transformace,
jakymi jsou aminodinitrotolueny (ADNT) a diaminonitrotolueny (DANT).
S ohledem na asymetrické TNT je tfeba pro doplnéni série studovanych latek
syntetizovat nékolik doposud nepopsanych slouc¢enin.

Ke stanoveni toxicit, vyjadienych jako efektivni koncentrace ECs, je navrhovéano
vyuziti bioluminiscen¢nich bakterii Vibrio fischeri NRRL B-11177 spolu
s odpovidajicim luminometrem ToxAlert® 10 (MERCK). Vyhodnoceni nalezenych
toxicit v zavislosti na struktufe studovanych aromatickych nitrosloucenin bude
provedeno metodami QSAR analyzy.

4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pristrojové vybaveni

'H a >C NMR spektra byla méfena na NMR spektrometrech Bruker AVANCE
DRX 500 a Bruker AVANCE 300. Pouzitd rozpoustédla a chemické posuny ve
stupnici 0 (TMS) jsou shrnuta v kapitole 5.1.
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Hodnoty inhibice jednotlivych sloucenin byly méfeny na bioluminiscen¢nich
bakterii Vibrio fischeri NRRL B-11177 dodavanych, spolu s odpovidajicim
luminometrem ToxAlert® 10, firmou MERCK (kapitola 5.2).

Pro vypocet hodnot rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda byl pouzit program
ACD/Log P DB [21]. Vypocet sluCovacich entalpii, energii HOMO a LUMO,
dipélovych momentli, ploch a objemii studovanych molekul byl proveden na
semiempirické irovni metodou AMI1 [22].

4.2 Pouzité chemikalie

Nitrobenzen (99+%), 4-nitroanilin (99+%), 2-nitrotoluen (99+%), 3-nitrotoluen
(99%), 4-nitrotoluen (99%), 3,5-dinitroanilin (97%), 1,4-dinitrobenzen (=298%),
2,3-dinitrotoluen  (99%), 2.4-dinitrotoluen (97%), 2,6-dinitrotoluen (98%),
3,4-dinitrotoluen (99%), 4-amino-3,5-dinitrotoluen (99%), 2-amino-3-nitrotoluen
(99%), 2-amino-4-nitrotoluen (99%), 3-amino-4-nitrotoluen (95%), 4-amino-
-2-nitrotoluen (97%), 4-amino-3-nitrotoluen (98%), 2.4-diaminotoluen (98%),
2,5-diaminotoluen (byl uvolnén ze sulfitu a ptedestilovan), 2,6-diaminotoluen
(97%) a 3,4-diaminotoluen (97%) (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, BRD). Produktem
této firmy byl rovnéz 2,6-dinitroanilin (95%), ktery byl pred méfenim
prekrystalovan z ethanolu. 2-Nitroanilin (Cisty) a 3-nitroanilin (¢isty) (Lachema,
Brno, CR). 1,2-dinitrobenzen (297%), 1,3-dinitrobenzen (=98%), 2-amino-
-5-nitrotoluen (~99%), 2-amino-6-nitrotoluen (=98%), 3-aminotoluen (=99%)
a 2,3-diaminotoluen (>97%) (Fluka, Buchs, Svycarsko). 2-Aminotoluen (>99%)
(Merck, Darmstadt, BRD). 4-Aminotoluen (Cisty) (Reachim, Moskva, SSSR).
1,3,5-Trinitrobenzen (&isty) (Spoleénost pro chemickou a hutni vyrobu, Usti
n/Labem, CR). TNT (Explosia Pardubice, CR) byl pied pouzitim piekrystalovan
z toluenu. VSechny ostatni testované slouCeniny byly syntetizovany na nasem
pracovisti.

4.3 Stanoveni toxicit

Pro ptipravu roztokli latek jejichz toxicity byly méfeny byla navdzka dané
slouceniny rozpusSténa v acetonu (mnozstvi acetonu bylo voleno tak, aby
koncentrace sledované latky byla dvojnasobkem nejvyssi pozadované konecné
koncentrace) a tento roztok byl pipetovan do roztoku 2%niho chloridu sodného (pro
vSechna méteni v sledované sérii latek byl pouzit tentyz roztok, ktery byl mezi
méfenimi skladovan v mrazni¢ce). Dalsi pozadované koncentrace vzorku byly
ziskany nejc€astéji fedénim 1:1. Pro kazdou latku byla pfipravena Sestice roztokil
o riznych koncentracich.

Kontrolni roztok byl pfipraven ptidavkem acetonu k 2% roztoku chloridu
sodného.

V piipadech, kdy zkoumané sloucCeniny byly rozpoustény v roztocich
heptakis(2,6-di-O-methyl)-B-cyklodextrinu byl tento rozpustén v 2%nim roztoku
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chloridu sodného a takto ziskany roztok byl pouzit jak pro pfipravu roztokd, tak pro
kontrolni vzorek.

Pfed vlastnim stanovenim hodnot efektivni koncentrace byly provedeny
pfedbézné testy pro urceni vhodného koncentra¢niho rozsahu roztokd métené latky
za pouziti ,MULT Assay“ modu Iluminometru [18]. Pouzit¢ koncentrace
ukonceni métfeni byly odecteny hodnoty inhibice a koncentrace bud’ upravena a test
opakovan (v piipad¢, Ze hodnota byla pfili§ nizk4d nebo naopak vysokd) nebo bylo
piistoupeno k vlastnimu stanoveni.

Vlastni stanoveni bylo provedeno v ,,EC Assay”“ modu luminometru [18].
Hodnoty inhibice byly méteny v ¢ase 15 a 30 minut. Hodnoty inhibic pro jednotlivé
koncentrace stanovovanych sloucenin byly pfepocteny hodnoty ECs,, které jsou
shrnuty v Tab. I (kapitola 5.2).

5 VYSLEDKY A DISKUSE
5.1 Syntézy

V nésledujicich odstavcich jsou uvedeny 'H a "“C-NMR posuny prvné
pfipravenych sloucenin, jakoZ i pro sloucenin, jejichZ identitu bylo nutno ovéfit.
Cislovani uhlikovych atomt je vyznaceno na nésledujicim schématu:

V ptipad€ atomil vodiki, vazanych na aromatickém jadte, je pii jejich Cislovani
shodné pouzito ¢islovani atomi uhliku.

N-(3-Kyano-4-methyl-2-nitrofenyl)acetamid: °C NMR (aceton-ds, 75 MHz):
20,54 (CHs;), 23,91 (COCH5;), 108,58 (C2), 114,25 (CN), 130,47 (C5), 131,36 (C1),
135,13 (C6), 141,43 (C4), 169,67 (COCH;). '"H NMR (aceton-dg, 300 MHz): 2,16 s,
3H (CH3), 2,61 s, 3H (COCH;), 7,71-7,74 m, H (HS), 8,12-8,16 m, H (H6).

3-(Acetylamino)-6-methyl-2-nitrobenzamid: “C NMR (aceton-ds, 125 MHz):
19,31 (CH;), 23,91 (COCH;), 126,42 (C5), 129,87 (C4), 133,07 (C1), 134,20 (C2),
134,74 (C6), 167,68 (COCH3), 169,52 (CONH,). '"H NMR (aceton-ds, 500 MHz):
2,12's,3H (CHs), 2,42 s, 3H, (COCH,), 7,45-7,47 m, H (HS), 7,79-7,82 m, H (H6).

N-(3-Amino-4-methyl-2-nitrofenyl)acetamid: °C NMR (aceton-d, 125 MHz):
17,83 (CHs), 24,59 (COCH,), 111,44 (CS5), 121,50 (C1), 133,04 (C3), 135,21 (C4),
135,21 (C6), 144,05 (C2), 169,04 (COCH;). '"H NMR (aceton-dg, 500 MHz): 2,12 s,
3H (CHj3), 2,22 s, 3H (COCH;), 7,19-7,21 m, H (HS), 7,28-7,30 m, H (H6).
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2,4-Diamino-3-nitrotoluen: “C NMR (aceton-ds, 125 MHz): 16,86 (CHj),
103,56 (C5), 109,93 (C1), 123,32 (C3), 137,17 (C6), 145,23 (C4), 146,51 (C2).
'"H NMR (aceton-dg, 500 MHz): 2,12 s, 3H (CHj), 6,15-6,18 m, H (HS5),
7,00-7,01 m, H (H6).

2,3-Diamino-4-nitrotoluen: “C NMR (DMSO-d;, 75 MHz): 18,20 (CH,),
112,79 (C5), 118,35 (C6), 126,00 (C3), 130,03 (C4), 134,31 (C1), 134,71 (C2).
'HNMR (DMSO-ds, 300 MHz): 2,14 s, 3H (CH;), 6,40-6,43 m, H (H5),

7,30-7,34 m, H (H6).

2,3-Diamino-6-nitrotoluen (pfipraven redukci 4-methyl-5-nitro-2,1,3-benzo-
selenodiazolu): °C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): 13,89 (CHs), 109,75 (C4), 116,47
(C5), 132,37 (C1), 139,69 (C2), 141,01 (C3). 'H NMR (DMSO-ds, 300 MHz):
2,30 s, 3H (CHs), 6,48-6,51 m, H (H4), 7,27-7,30 m, H (H5).

2,3-Diamino-6-nitrotoluen (pfipraven podle [9]): "C NMR (DMSO-d,,
125 MHz): 13,86 (CHj), 109,54 (C4), 116,35 (C5), 132,25 (CI), 139,44 (C2),
140,91 (C3). 'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz): 2,26 s, 3H (CH;), 6,45-6,47 m, H
(H4), 7,25-2,27 m, H (HS).

Ze spekter  3-(acetylamino)-6-methyl-2-nitrobenzamidu,  3-(acetylamino)-
-6-methyl-2-nitrobenzamidu, N-(3-amino-4-methyl-2-nitrofenyl)acetamidu
a2,4-DA-3-NT vyplyva, Ze tyto slouceniny se podafilo navrZzenym postupem
piipravit. TotéZ lze prohlasit i o 2,3-DA-4-NT, u kterého je spravnost vychozi tivahy
potvrzena 1 shodnosti spekter vedlejsiho produktu, 2,3-DA-6-NT, ktera jsou shodna
se spektry této latky pfipravené jinym [9], jiZ zndmym postupem.

5.2 Stanoveni toxicit

Byly zméteny hodnoty inhibice v zavislosti na riznych koncentracich za pouziti
bakterii Vibrio fischeri NRRL B-11177 (kapitola 4.3). Inhibice byla v souladu s [18]
meéfena v Case 15 a 30 minut. Tyto zéavislosti byly linearizovany logaritmovanim
koncentraci a pfevedenim hodnot inhibice na probity [23]. Z téchto zavislosti byly
poté zpétné vypocteny hodnoty ECso. Pro vypocet byly pouZity pouze hodnoty
inhibice leZici vrozmezi 5 az 95%. Vysledné hodnoty ECs, spolu s jejich
logaritmovanymi hodnotami jsou shrnuty v 7ab. 1.

Vzhledem k tomu, Ze ne vSechny slouceniny, které¢ byly piivodné uvazovany pro
testovani jsou dostateCné rozpustné ve vodé€ natolik, aby bylo mozno stanovit
hodnoty ECsy, byl hledan systém ve kterém by bylo moZno rozpustnost téchto
sloucenin zvysit. Ze sloucenin zptisobujicich zvySeni rozpustnosti byly testovany
nckteré detergenty a sacharidy. Z detergenti to byl: TRITON X-100 (benzyl-
polyethylenglykol-zerc.-oktylfenylether), BRIJ 35 (polyethylenglykoldodecylether),
TERGITOL NPX-728 (nonadecylfenylpolyethylenglykol) a laurylsulfat sodny
(SDS). Ze sacharidil pak byl testovan B-cyklodextrin (CDX),
heptakis(2,6-di-O-methyl)-B-cyklodextrin (DMCDX), laktoza a  D-galaktoza.
V piedbézné fazi byly testovany toxicity téchto sloucenin.
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Tab. 1 Nameérené hodnoty ECsyv casech 15 a 30 minut

Sloucenina ECso (mg.l'l) -log ECso Slou¢enina ECso (mg") | -log ECso
tis t30 tis t30

NB 190 210 |-2,28 -2,32| 2-A-3,6-DNT 59 64 |-0,77 -0,81
2-NA 46 49 |-1,66 -1,69| 2-A-4,5-DNT 25 21 |-1,40 -1,32
3-NA 175 165 | -2,24 -2,22| 3-A-2,4-DNT 36 34 |-1,56 -1,53
4-NA 22 22 | -1,34 -1,34| 3-A-2,6-DNT 47 49 |-1,67 -1,69
2-NT 41 43 |-1,61 -1,63 | 3-A-4,5-DNT 9,7 47 [-0,99 -0,67
3-NT 63 72 | -1,80 -1,86| 4-A-2,3-DNT 24 22 [-1,38 -1,34
4-NT 48 46 |-1,68 -1,66| 4-A-2,5-DNT 3,5 23 [-0,54 -0,36
2,3-DNA 29 25 |-1,46 -1,40| 4-A-2,6-DNT 31 32 [-1,49 -1,51
2,4-DNA 20 20 |-1,30 -1,30 | 2-A-3-NT 30 29 |-1,48 -1,46
2,5-DNA 2,6 1,4 |-0,41 -0,15| 2-A-4-NT 140 150 |-2,15 -2,18
2,6-DNA 25 20 |-1,40 -1,30| 2-A-5-NT 64 70 |-1,81 -1,85
3,4-DNA 12 9,7 [-1,08 -0,99 | 2-A-6-NT 130 120 |-2,11 -2,08
3,5-DNA 70 58 |-1,85 -1,76 | 3-A-4-NT 26 30 |-1,41 -1,48
1,2-DNB 19 15 [-1,28 -1,18| 4-A-2-NT 76 79 |-1,88 -1,90
1,3-DNB 67 56 |-1,83 -1,75| 4-A-3-NT 32 32 |-1,51 -1,51
1,4-DNB 1,5 089 |-0,18 0,05 | 2-AT 900 970 |-2,95 -2,99
2,3-DNT 18 17 [-1,26 -1,23 | 3-AT 520 470 |-2,72 -2,67
2,4-DNT* 85 92 |-193 -1,96 | 4-AT 380 390 |-2,58 -2,59
2,5-DNT 7,1 6,0 |-0,85 -0,78 | 2,3-DAT 140 110 |-2,15 -2,04
2,6-DNT 34 37 |-1,53 -1,57| 2,4-DAT 1700 1700 | -3,23 -3,23
3,4-DNT 29 24 |-1,46 -138| 2,5-DAT 48 30 |-1,68 -148
3,5-DNT* 91 68 |-196 -1,83 | 2,6-DAT 930 650 |-2,97 -2,81
1,2,3-TNB 0,10 0,050| 1,00 1,30 | 3,4-DAT 200 170 |-2,30 -2,23
1,2,4-TNB 0,084 0,055 1,08 1,26 | 2,3-DA-4-NT 15 18 |[-1,18 -1,26
1,3,5-TNB 0,27 0,16 | 0,57 0,80 | 2,3-DA-6-NT 54 57 (-1,73 -1,76
2,3,4-TNT 0,54 0,37 | 0,27 0,43 | 2,4-DA-3-NT 28 28 [-1,45 -1,45
2,3,5-TNT 0,42 0,24 | 0,38 0,62 | 2,4-DA-5-NT 54 60 |-1,73 -1,78
2,3,6-TNT 0,23 0,14 | 0,64 0,85 | 2,4-DA-6-NT 25 28 [-1,40 -1,45
2,4,5-TNT 0,23 0,15 | 0,64 0,82 | 2,5-DA-4-NT 24 23 [-1,38 -1,36
2,4,6-TNT 6,8 4,1 |-0,83 -0,61| 3,4-DA-2-NT 40 35 |-1,60 -1,54
3,4,5-TNT 0,46 0,22 | 0,34 0,66 | 4,5-DA-2-NT 29 29 [-1,46 -1,46
2-A-3,4-DNT 16 12 [-1,20 -1,08

" Ve vzorcich byl na misto acetonu pouZit DMSO o kone&né koncentraci 20 pl/ml

Z uvedenych sloucenin se ukdzalo jako nejlepsi komplexotvorné ¢inidlo DMCDX
z diivodu relativné malé toxicity a velké rozpustnosti této latky. Ostatni jsou bud’
velmi toxické nebo nevedou k zvySeni rozpustnosti sledovanych latek. V dalsi fazi
byla ovéfena ptipadnd aditivita této slouceniny na toxicitu.

Vysledky testi ukdzaly Ze, pfitomnost DMCDX v roztoku béhem méieni sice
podstatné zvySuje rozpustnost sledovanych latek, avSak jeji ucinek je aditivni
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(prudky pokles toxicit zplusobeny pravdépodobné nedostupnosti sledovanych
sloucenin pro bakterie). Z téchto fakti vyplyva, Ze stanovit toxicity nékterych malo
rozpustnych slouc¢enin pfimym méfenim neni za téchto podminek mozné a je nutno
se spokojit pouze s vypoctem jeji teoretické hodnoty metodou QSAR a tim
1 odhadnutim jejich relativniho u¢inku ve srovnani s ostatnimi studovanymi latkami.

Vzajemnym srovnanim namétfenych toxicit se ukazuje, Ze toxicita studovanych
sloucenin se pohybuje podle typi jednotlivych sloucenin v zavislosti na poctu
avzajemné poloze nitroskupin. Nejvyssi toxicitu vykazuji TNB  spolu
s asymetrickymi trinitrotolueny, nésledovany TNT a témi dinitro slouceninami,
které maji nitroskupiny vzajemné v para poloze. Dalsi v potradi toxicit se nachazi
(s n€kolika vyjimkami) dinitro slouceniny s nitroskupinami v poloze ortho.
Nasleduji dinitro slouceniny s nitroskupinami v poloze meta spolu s mononitro
derivaty a skupinu uzaviraji AT a DAT.

Vlivu methylové skupiny na toxicitu neni nikterak vyrazny, nebot v fad¢ latek
sefazenych podle toxicity jsou derivaty toluenu i1 ostatni slouCeniny rovnomeérné
rozptyleny. Zatimco v nékterych ptipadech dochazi k poklesu toxicity (napf.
trinitrotoluentt ve srovnani s TNB) v jinych je tomu opacné, popiipadé zéalezi na
poloze v niZ se methylova skupina naléza (napt. 2,6-DNT > 1,3-DNB > 2,4-DNT >
3,5-DNT).

Pomyslné nahrazeni atomu vodiku v dané slouceniné za aminoskupinu nevede
stejn¢ jako v pfipadé methylu k jednoznaénym vysledkiim. Opét zavisi na typu
slouceniny a poloze aminoskupiny vUc¢i nitroskupindm, coZ potvrzuje zavér, zZe
toxicita tohoto typu sloucenin je nejvice ovliviilovana poctem a vzijemnou pozici
nitroskupin.

Vliv aminoskupiny na toxicitu je presto podstatné vyrazn€j$i. Néahradou
nitroskupiny za aminoskupinu (tedy redukci dané slou€eniny, coz je, jak jiz bylo
uvedeno principem biologické degradace tohoto typu sloucenin) dojde k vyraznému
snizeni toxicity. Nejvice je tento jev patrny v ptipad€ redukce TNB a asymetrickych
trinitrotoluent a jim odpovidajicim ADNT, respektive DNA, kde se pokles toxicity
pohybuje v rozmezi jednoho az tii fadi. Redukce dalsi nitroskupiny vede k dalSimu
poklesu toxicity, ale ten v ptipadé¢, ze v molekule zlistdva jesté jedna nitroskupina,
neni jiz tak vyrazny jako v pfipadé redukce nitroderivati neobsahujicich
aminoskupinu. Pokud ovSem v molekule nezlistava jiz Zadnéd nitroskupina je tento
pokles opét vyrazny (aZz o dva tady), jak lze vidét na piipadu redukce DNT.
Vzhledem k obtizné piipravé a vysoké nestabilité triaminotoluenti (TAT), diky které
se nedaji uchovat delsi dobu, nebylo mozno tento jev ovéfit u trinitrotoluend, ale
vzhledem k tomu co jiz bylo napsdno dfive, lze predpokladat, ze 1 zde by doslo
k dal§imu poklesu toxicity.

Tento pokles toxicity byl pozorovan nejen u téchto sloucenin méfenych pomoci
bakterii Vibrio fisheri, ale 1 v pfipad¢ testd na jinych organizmech. V literatute [12]
je shrnuta toxicita nékterych téchto sloucenin pro stievle (Phoximus p.) a perloocky
(Daphnia magna).
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Ackoli se jedna o jiny typ organizmt a délka testovaci doby byla podstatné delsi
(48 a 96 hodin) je 1 z téchto udajii pozorovatelny znaény pokles toxicit od
trinitrotoluent a TNB smérem k aminodinitrotoluentim.

Rovnéz vtomto piipadé je patrno, Ze nejvétsi toxicity vykazuji slouceniny
s nitroskupinami vzajemné vazanymi v poloze para ptipadné ortho. Tato zavislost
byla rovnéZ pozorovana v piipadé, kdy byl jako testovaci organizmus pouzit kapr
obecny [24].

V piibuzné praci z naseho pracovisté [25] je pouzit test inhibice rlstu kotene
a kli¢ivosti semen pSenice (7Triticum aestivum), hoiCice (Sinapis alba), salatu
(Lactuca sativa ) a Co€ky (Lens culinaris). V této praci jiz nejsou rozdily mezi TNT
a ADNT ptipadné ANT tak jasné patrny, 1 zde je vSak vyrazny rozdil od DAT.

V pracich [12, 13, 14], kde k testovani byly pouzity bakterie Vibrio fischeri pro
mensi soubor dat, je potfadi toxicit jednotlivych typt sloucenin zachovéno.

5.3 QSAR analyza

V Tab. 2 jsou uvedeny chemicko-fyzikalni parametry, které byly testovany pfi
feSeni QSAR rovnic viceparametrovou linearni regresi.

V této tabulce je I proménna charakterizujici pofet a vzdjemnou polohu
nitroskupin na aromatickém jadte. Pro slou€eniny bez nitroskupiny je jeji hodnota 0,
pro mono nitro slouc¢eniny 0,5, pro dinitro slouceniny s nitroskupinami vdzanymi
vzajemné v poloze meta 1, vpoloze ortho a para a pro symetrické trinitro
slouceniny 3 a kone¢né pro asymetrické trinitro sloucCeniny je jeji hodnota 5 [24,
26].

20 je suma Hammetovych konstant. Pfi jejich vypoctu byl jako zakladni struktura
pouzit nitrobenzen. Hodnoty konstant pro jednotlivé ortho substituenty byly ¢,-CHj;
0,15, 0,-NO, 1,40, o0,-NH, —0,79 [27]. Zbyvajici konstanty o©,-CH; —0,06,
O0n-NO, 0,71, 0,-NH, 0,09, 0,-CH; 0,14, 0,-NO, 0,81, 0,-NH, —0,57 [28].

Log P je rozdélovaci koeficient oktanol-voda vypocteny pomoci programu
ACD/log P DB [21].

2Es je suma sterickych konstant. Pro methylovou skupinu byla pozita hodnota
—1,24, pro nitroskupinu —2,52 a pro amino skupinu —0,61 [29].

2MR je suma molarnich refrakci. Pro methylovou skupinu byla pozita hodnota
0,56, pro nitroskupinu 0,74 a pro amino skupinu 0,54 [29].

'y je index konektivity prvniho fadu vypoéteny podle pravidel uvedenych v [ 20].
"k je index molekulového obrysu vypoéteny podle [ 26].

Hodnoty Eqomos Evrumos dipdlového momentu i, plochy S a objemu V molekuly
a sludovaci entalpie AH; byly vypolteny na semiempirické Grovni za totalni
optimalizace rovnovazné geometrie metodou AM1 [22].
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Pro skupinu NT, DNT a TNT byla jako nejlepSi nalezena nasledujici
jednoparametrova rovnice (2):

—log ECso = 0,503(0,048) I —2,237(0,160) n=15; r=0,945;5s=0,341
(2)

Cisla uvedené v zavorkach piedstavuji standardni odchylky jednotlivych
regresnich parametr, n je pocet sloucenin zahrnutych do vypoctu, r korelacni
koeficient a s smérodatna odchylka.

Po rozsiteni zpracovavaného souboru slouc¢enin o NB, DNB a TNB byla
ziskdna nésledujici jednoparametrova rovnice:

“log ECso = 0,568(0,057) T — 2,308(0,191) n=22r=0911;s=0,474
(3)

Z dvouparametrovych rovnic tuto zavislost nejlépe popisuje kombinace proménné
I a 4 nebo kombinace I a log P, rovnice (4) a (5).

“log ECso = 0,449(0,043) T — 1,037(0,074) log P n=22;r=00937;5s=0413
(4)

—log ECso = 0,584(0,050) I - 0,093(0,034) u— 1,892(0,225)
n=22;r=0937,5s=0412
(5)

Pro ADNT a aminonitrotolueny (ANT) byly nejvyznamnéjs$i dvouparametrové
rovnice (6) a (7):

—log ECso =0,327(0,051) I — 0,083(0,026) u— 1,453(0,165)
n=16;r=0,879;s=0,224
(0)

—10g EC50 = 1,436(0,299) EHOMO_ELUMO =+ 0,450(0,148) lOg P+ 9,178(2,519)
n=16;r=0,862;s=0,238
(7)

S ohledem na korelacni koeficient a smérodatnou odchylku se nabizi i kombinace
I a Eyomo—EvLumo, ale v tomto piipadé€ je nutno vzit v tvahu jistou kovarianci mezi
témito proménnymi.

Zahrnutim DANT do vypoctu se vSak stdva tato kombinace nejlépe se hodici (pro
nejvySsi korelaénim koeficient a nejmensi smérodatnou odchylku ze vSech
dvouparametrovych rovnic) k popisu uc¢inku této skupiny latek, soucastné¢ dojde
k vyraznému omezeni vzajemné kovariance téchto proménnych, rovnice (8).
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—log EC50 = 0,897(0,228) Egomo—ELumo + 0,184(0,044) I + 5,587(1,866)
n=23;r=0,829;5=0,219
(8)

Naopak po rozsifeni této skupiny latek o NA a DNA zlstava nejlepsi proménnou
I, respektive jeji kombinace s y, rovnice (9).

“log ECso = 0,324(0,049) T — 0,078(0,024) 11— 1,455(0,157)
n=25;r=0,826;s=0,267
)]

Pokles vlivu dipolového momentu na toxicitu a vzrist vlivu parametru
Enomo—ELumo je mozno vysvétlit relativné snadnou oxidovatelnosti aminoskupin
v ADNT a DANT, charakterizovanou pravé parametrem Eyomo—ErLumo. Naopak
zahrnuti NA a DNA, které jsou ztohoto hlediska stabiln€j$i, do vypoctu tuto
korelaci narusuje a k popisu se opét nejlépe hodi parametry I a u. Jesté vice je toto
patrno v ptipad¢ velmi snadno oxidovatelnych diaminotoluenii (DAT). Pro skupinu
aminotoluenti (AT), DAT a DANT byla ziskana rovnice (10):

—10g EC50 = 1,337(0,171) EHOMO_ELUMO + 9,237(1,448)
n=15;r=0,908; s =0,299
(10)

Pro skupinu AT, DAT, DANT, ADNT a ANT pak rovnice (11):

—log EC50 = 1,480(0,147) EHOMO_ELUMO + 10,525(1,216)
n=31;r=0,882;s=0,305
(11)

Pro vSechny slou€eniny obsahujici amino skupinu byla ziskana rovnice (12):

—10g EC50 = 1,429(0,163) EHOMO_ELUMO =+ 10,131(1,350)
n=40;r=0,818; s =0,362
(12)

Porovnani regresnich koeficientii a smérodatnych odchylek poslednich tfi rovnic
rovnéz ukazuje pokles zavislosti toxicity na parametru Egomo—ELumo spolu se
zahrnutim hife oxidovatelnych sloucenin do vypocti. Ve vSech tfech ptipadech se
parametr Exomo—EvLumo nejlépe hodi  k popisu téchto zavislosti. Pouziti
viceparametrovych rovnic ale narazi na jeho kolinearitu s ostatnimi proménnymi,
poptipadé¢ statistickou nevyznamnost jejich koeficient.

Pro korelaci vSech sloucenin (s vyjimkou DANT, DAT a AT) byla nalezena
nasledujici tfiparametrova rovnice (13):
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—log ECs, = 0,486(0,034) T — 0,077(0,022) it — 0,258(0,126) log P — 1,171(0,277)
n=47,r=0922;s=0,363
(13)

Pro korelaci vSech slouCenin (s vyjimkou DAT a AT) byla nalezena
tiiparametrova rovnice (14):

“log ECso = 0,457(0,031) T — 0,073(0,022) iz — 0,319(0,115) log P — 0,968(0,249)
n=54;r=0911;s=0,362
(14)

Korela¢ni matice nezavisle proménnych (parametrii) pro tuto skupinu sloucenin je
uvedena v Tab. 3.

Témeét shodnd rovnice byla nalezena pro hodnoty toxicit zméfenych v case 30
minut (15):

“log ECso = 0,512(0,032) T — 0,079(0,022) iz — 0,330(0,119) log P — 0,947(0,257)
n=54;r=0,922; s =0,374

(15)

Tab. 3 Korelacni matice parametrii pro vsechny slouceniny s vyjimkou AT a DAT

r I 30 logP SEs SMR 'y 'k Enomo Eruomo M SV AHf EwEp
I 1,00 0,88 0,08 0,81 0,52 0,83 0,79 0,71 0,86 0,04 0,67 0,65 0,86 0,35
2o 1,00 0,00 0,72 0,32 0,73 0,68 0,81 0,88 0,12 0,53 0,50 0,90 0,52
log P 1,00 0,08 0,19 0,04 0,07 0,22 0,14 0,26 0,12 0,17 0,27 0,26
2Eg 1,00 0,84 0,99 0,99 0,62 0,81 0,07 0,94 0,94 0,69 0,23
2MR 1,00 0,83 0,88 0,11 0,39 0,03 0,95 0,96 0,28 0,23
JZ 1,00 1,00 0,60 0,82 0,07 0,92 0,91 0,73 0,20
Tk 1,00 0,54 0,77 0,05 0,95 0,94 0,67 0,13
Enomo 1,00 0,89 0,22 0,37 0,34 0,84 0,86
Erumo 1,00 0,26 0,59 0,57 0,89 0,52
u 1,00 0,02 0,00 0,01 0,11
S 1,00 0,99 0,46 0,03
A" 1,00 0,42 0,00
AHy 1,00 0,55
Ey-Er 1,00

Z porovnani rovnic (6) az (9) vyplyva, ze toxicita DANT, kterou Ize spolu s ANT
a ADNT popsat pomoci parametru Egomo—ELumo, mUZe byt popsand i pomoci
parametrii I, u a log P. Naopak rozsiteni tohoto souboru latek o AT a DAT nevede
k signifikantnimu vysledku. Z toho lze usuzovat, Ze téchto tii parametri mize byt
pouzito pouze pro slouc¢eniny obsahujici nitroskupinu.
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Malé rozdily v parametrech rovnic (14) a (15) jsou zptisobeny rtiznou rychlosti
ucinku u jednotlivych slouc¢enin na bakterie, jak ukazuje ptiklad na Obr. 2. Zatimco
inhibice 3-NT byla po celou dobu méfeni zhruba konstantni, u TNT dochdzelo
k jejimu ristu a za konstantni ji 1ze povazovat az od cca 30 minut. Z téchto divodi
lze povazovat rovnici (15) za nadtazenou rovnici (14). Méteni v delSich ¢asovych
intervalech jiz vSak vyrobce bakterii nedoporucuje. Malé rozdily mezi parametry
téchto rovnic rovnéz svédci o tom, Ze bakterie nebyly v pribéhu méfeni ovliviiovany
vnéjSimi vlivy.

Na zaklad¢ ziskanych rovnic (14) a (15) byly vypolteny teoretické hodnoty
—log ECsy a porovnany s hodnotami naméfenymi (Obr. 3). Ziskané vysledky
ukazuji, ze rovnice (14) a (15) popisuji toxicitu studovanych sloucenin s dostate¢nou
piesnosti. Body jsou rozptyleny podél celé regresni piimky a nejedna se tedy napf.
o dvé samostatné skupiny sloucenin. Rovnéz se v souboru nevyskytuji vyrazné
odlehlé body, které by bylo nutno vyloucit.

Rovnéz byly vypocteny hodnoty toxicit pro ty ADNT a DANT, jejichz
experimentalni stanoveni neni mozné vzhledem k jejich nizké rozpustnosti, nebo ty,
které nebyly z divodu nizkého obsahu odpovidajicich asymetrickych trinitrotoluent
v realnych vybusninidch (kapitola 2.1) pfipraveny. Pfedpovéd’ hodnot —log ECs, je
uvedena v Tab. 4.

Obr. 2 Zavislost inhibice bakterii na case
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Obr. 3 Zavislost vypoctenych a experimentalnich hodnot —log ECsy pro c¢as 15 minut
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Tab. 4 Vypoctené hodnoty toxicit nekterych ADNT a DANT

.. —log ECs
Sloucenina I logP u(D) 15 min. | 30 min.
2-A-3,5-DNT 1 2,68 7,57 | -1,92 | -1,92
2-A-4,6-DNT 1 2,20 6,82 | -1,71 | -1,70
3-A-2,5-DNT 3 241 1,73 | -0,49 | -0,34
4-A-3,5-DNT 1 3,12 2,34 | -1,68 | -1,65
5-A-2,3-DNT 3 2,44 9,67 | -1,08 | -0,98
5-A-2,4-DNT 1 2,68 7,47 | -1,91 | -1,91

6-A-23-DNT | 3 244 10,01 | -1,11 | -1,01
23-DA-5-NT | 05 1,67 650 | -1,75 | -1,76
23-DA-6-NT | 05 1,67 637 | -1,74 | -1,75
2,5-DA-3-NT | 05 137 574 | -1,60 | -1,60
2,6-DA-3-NT | 05 1,77 7,06 | -1,82 | -1,83
2,6-DA-4-NT | 05 129 690 | -1,65 | -1,66
34-DA-5NT | 0,5 2,11 563 | -1,82 | -1,83
35-DA-2-NT | 05 1,77 645 | -1,77 | -1,78
3,5-DA-4-NT | 05 221 454 | -1,78 | -1,78
3,6-DA-2-NT | 05 137 498 | -1,54 | -1,54

Porovnanim téchto vypoctenych hodnot s experimentalnimi vysledky obdobnych
slouc¢enin uvedenymi v Tab. I je patrno, ze ADNT a DANT, jejichz toxicity neni
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mozno stanovit zapadaji do strukturné podobnych skupin a ziskané QSAR rovnice
1ze s vyhodou pouzit pro odhad jejich toxicit.

Velky vyznam parametru I prakticky ve vSech rovnicich potvrzuje, Ze toxicita
studovanych sloucenin zavisi v nejvétsi mife na poctu a vzajemné elektronové
interakci pfitomnych nitroskupin. Jejich celkovy substitu¢ni efekt se projevuje
1 v ptipadech testovani toxicit téchto latek na jinych organismech [24, 26]. Naopak
v ptipad€¢ koncovych produktii redukce, tedy hlavné DAT a DANT ztraci na
vyznamu a vyraznéji se projevuji redukéné-oxidacni vlastnosti NO, / NH, skupin,
charakterizované rozdilem energii Exomo—ELumo (rovnice 10 az 12). Jelikoz
v ptipad€¢ samotného dipodlového momentu signifikantni zavislost neexistuje a do
regresnich rovnic se U zapojuje az v pritomnosti parametru I (rovnice 5, 6, 9,12,14
a 15), Ize soudit, Ze koriguje parametr I, ktery ma relativné uzky interval. Tyto dva
parametry ziejmé souviseji s polarnimi interakcemi elektrostatického charakteru
studovanych latek se strukturou bunéénych receptori. Rozdélovaci koeficient log P
(rovnice 13 az 15) pak charakterizuje hydrofobni interakce studovanych latek, tj.
snadnost jejich priniku bunéénou membranou.

6 ZAVER

V ramci prace bylo v prvnim kroku syntetizovdno 28 nitroaromatickych slou¢enin
k doplnéni série 34 komercné dostupnych chemikalii, které byly pouzity pro studium
toxicit trinitrotoluenti a produktii jejich biotransformaci. Dvé syntetizované
slouceniny, 2,4-diamino-3-nitrotoluen (2,4-DA-3-NT) a 2,3-diamino-4-nitrotoluen
(2,3-DA-4-NT), byly pfipraveny poprvé.

V druhé fazi prace pak byly urCeny toxicity —log ECsy celkem 62 sloucenin
pomoci bioluminiscen¢nich bakterii Vibrio fischeri NRRL B-11177 na luminometru
ToxAlert® 10 (MERCK). Jelikoz ne u vsech latek bylo mozno z divodd nizké
rozpustnosti toxicitu stanovit, byly provedeny pokusy o zvySeni jejich rozpustnosti
pfidavkem detergentli a sacharidli, jehoz efekt se ovSem neprojevil ofekavanym
zpusobem. Bylo zjisténo, Ze toxicita métenych sloucenin je dominantné zavisla na
poctu a vzajemné pozici jednotlivych nitroskupin. Pfitomnost methylu
a aminoskupiny nema jak jednoznacny, tak podstatny vliv na toxicitu
nitroaromatickych sloucenin. Naopak velmi vyznamnym faktorem se ukézala byt
redukéni transformace pritomnych nitroskupin na aminoskupiny, tj. absolutni pokles
poctu nitroskupin v molekule béhem biologické transformace. Jako nejvice toxické
nitroaromatické slou€eniny byly nalezeny 1,3,5-TNB a asymetrické trinitrotolueny
(2,3,4-TNT, 2,4,5-TNT, 2,3,5-TNT, 2,3,6-TNT a 3,4,5-TNT). S poklesem poctu
nitroskupin za soucasného naristu aminoskupin toxicita kontinualn¢ klesa a nejnizsi
toxicitu vykazuji DAT a AT, tj. sloueniny neobsahujici zddnou nitroskupinu.

V posledni ¢asti prace byla provedena QSAR analyza ziskanych vysledkii za
pouziti Siroké Skaly fyzikéalné-chemickych parametri. Bylo pouzito celkem 14
ruznych deskriptort, od bézné¢ uzivanych parametri az po molekularni indexy
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ziskané kvantové-chemickymi vypocty. Ziskané QSAR vztahy prokazaly, ze
toxicity souboru nitroaromatickych sloucenin neobsahujicich aminoderivaty
dominantné koreluji s parametrem I, ktery implicitné postihuje elektronové efekty
vazanych nitroskupin v zavislosti na jejich po¢tu a vzajemné poloze. Po rozsiteni
souboru o nitroaromatické aminoderivaty byl jako druhy signifikantni regresni
parametr nalezen dipdlovy moment pa pii dostatecné velkém stupni volnosti byl
jako tfeti parametr nalezen rozdélovaci koeficient log P. Tato trojice parametra byla
uspésné pouzita 1 pro korelace s ostatnimi slou¢eninami krom¢ DAT a AT, jejichz
toxicita uzce souvisi s oxido-redukénimi vlastnostmi, vyjadfenymi parametrem
Enomo—EvLumo.

Nalezené QSAR vztahy poskytuji prakticky vyuzitelné zavislosti mezi strukturou
a toxicitou aromatickych nitroderivatl a jejich transformacnich produkti.
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8 ABSTRACT

The study of toxicity of trinitrotoluenes and potential products of their
biotransformation, aminodinitrotoluenes (ADNT) and diaminonitrotoluenes
(DANT), respectively, was accomplished on a series of 22 derivatives, when some
of these compounds were subsequently synthesized. In addition toxicity of
altogether 40 dinitrobenzenes (DNB), trinitrobenzenes (TNB), nitroanilines (NA),
dinitroanilines ~ (DNA),  nitrotoluenes  (NT), dinitrotoluenes  (DNT),
aminonitrotoluenes (ANT), diaminotoluenes (DAT), toluidines (AT) and
nitrobenzene (NB) was evaluated.

The toxicity of all compounds was tested on the bioluminiscence bacteria Vibrio
Fischeri NRRL B-11177 using luminometer ToxAlert 10° (MERCK). The obtained
values of toxicity, expressed as effective concentration ECs,, were treated by QSAR
analysis using multiple regression analysis. Linear QSAR equations for biological
activity were found depending on

—log ECs5o=0,457(0,031) I - 0,073(0,022) u— 0,319(0,115) log P — 0,968(0,249)
(time 15 min); n=>54;r=0,911; s = 0,362

—log ECso =0,512(0,032) I — 0,079(0,022) u— 0,330(0,119) log P — 0,947(0,257)
(time 30 min); n=54;r=0,922;5s=0,374

variables characterizing number and mutual position of nitro groups I, dipole
moment ¢ and partition coefficient octanol/water log P.

The evaluated QSAR equations are suitable in practice to describe and/or predict
the toxicity of aromatic nitro compounds.
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