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1. Wprowadzenie

Niskoczasteczkowe zwigzki karbonylowe nalezg do obszernej grupy organicznych
zwiazkow chemicznych, ktére charakteryzujg si¢ wysoka lotnoscig. Dzigki tym cechom
substancje te s3 w stanie pobudza¢ receptory wechowe a tym samym tworzy¢ wrazenie
zapachu [1]. Zwiazki zapachowe wystepuja w naturze i moga zostaé wyizolowane
bezposrednio z roslin czy zwierzat, co niejednokrotnie jest trudne i kosztowne [2]. Zwigzki
pochodzenia syntetycznego stanowig doskonatg alternatywe dla surowcow naturalnych.
Przemawiaja za tym zarowno wzgledy ekonomiczne jak i ekologiczne. Synteza nowych
zwigzkdéw zapachowych stanowi ogromny wktad w przemyst perfumeryjny, kosmetyczny,
spozywczy 1 farmaceutyczny, a substancje te znajduja zastosowanie jako sktadniki wielu
kompozycji zapachowych. Poszukiwanie nowych zwigzkow zapachowych jest takze istotne
ze wzgledu na fakt, ze niektore powszechnie dotad stosowane aromaty (takie jak np.
geranylonitryl) ze wzgledu na ich toksyczno$¢, sa wycofywane z obrotu.
Niskoczasteczkowe zwigzki organiczne oprocz atrakcyjnych wlasciwosci sensorycznych

moga rowniez hamowac¢ wzrost niektorych mikroorganizméw.

Wzrost lekoopornosci zwigzany z wystepowaniem w $rodowisku patogendow
bakteryjnych 1 grzybowych stanowi realne zagrozenie dla bytu cziowieka. Jest to
spowodowane nadmiernym stosowaniem antybiotykoterapii a takze szybka adaptacja
mikroorganizméw do zmieniajacych si¢ warunkow bytowych. W odpowiedzi na problem
ciagglego wzrostu oporno$ci mikroorganizmow poszukiwane sga nowe substancje
przeciwdrobnoustrojowe, ktore beda mogly stanowi¢ alternatywe dla antybiotykow i
konserwantow [3]. Dynamiczny rozwoj przemystu kosmetycznego rowniez przyczynit si¢
do poszukiwania nowych §rodkéw skutecznie zabezpieczajacych je przed utraty
przydatnosci. W przypadku tych produktow nie jest konieczne zachowanie sterylnosci a
wystarczajagce jest jedynie uniemozliwienie namnozenia drobnoustrojéw trafiajacych do
produktu podczas produkcji czy uzytkowania, co mogloby by¢ zagrozeniem dla

uzytkownika [4].

Juz w czasach starozytnych interesowano si¢ substancjami pochodzenia naturalnego
a w szczegoOlnosci ich wlasciwosciami leczniczymi. Szczeg6lng uwage poswigcano
ekstraktom roslinnym i olejkom eterycznym. Produkty te bogate sa w zapachowe zwiazki
organiczne z grupy: aldehydéw, ketonow, estrow, alkoholi i.in. Rosliny produkuja te

substancje m.in. w celu ochrony przed pasozytami i drobnoustrojami patogennymi [4].
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Odkryto, ze substancje te, znajdujace si¢ w tkankach wydzielniczych roslin, posiadaja
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Badania w tym zakresie koncentruja si¢ gtownie na
calych kompozycjach a w niewielkim stopniu na wyizolowanych poszczegdlnych

sktadnikach.

Z uwagi na wszechstronny potencjat produktoéw naturalnych warto wykorzysta¢ te
substancje do tworzenia nowych pochodnych, ktére mogg wykazywac sie wlasciwosciami
biobdjczymi lub biostatycznymi. Lotne zwiazki karbonylowe s3a powszechnie
wykorzystywane w kompozycjach zapachowych, ale aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa
wielu z nich nadal nie zostata dostatecznie przebadana. Natomiast azotowe pochodne tych
zwiazkow jakimi sg oksymy, nie sg zbyt czesto wykorzystywane w kompozycjach
zapachowych ze wzgledu na obnizong lotno$¢ w stosunku do substratow. Oksymy
charakteryzuja si¢ roznorodng aktywnoscia biologiczng. Niewiele badan jednak koncentruje
si¢ na oksymach, ktére sg pochodnymi zwigzkéw zapachowych. Pochodzace z oksyméow
etery moga by¢ natomiast ciekawg alternatywa dla powszechnie stosowanych substancji
wonnych. W przeciwienstwie do samych oksymow charakteryzuje je wysoka lotnosc.
Pomimo to, substancje te nie sg powszechnie wykorzystywane w kompozycjach
zapachowych, chociaz czgsto charakteryzuja si¢ ciekawymi profilami zapachowymi.
Ponadto obecno$¢ atomu azotu w tych czasteczkach moze si¢ przyczyni¢ do wzrostu ich

aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej [5].

W niniejszej pracy przedstawiono syntez¢ nowych nieopisanych dotad w literaturze
azotowych pochodnych lotnych zwigzkéw karbonylowych — eterow oksymow. Analize
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej tych zwiazkow oraz substratow (zwigzkow
karbonylowych 1 oksymow). W toku badan wykazano, ze niektore z eterow oksymow
charakteryzujg si¢ porownywalng aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowa jak inne substancje
pochodzenia naturalnego jak chociazby olejki eteryczne czy inne zwiazki zapachowe.
Ponadto wybrane etery oksymow poddano analizie zapachowej: okresleniu ich profili

zapachowych 1 progow wyczuwalnos$ci zapachu.



2. Przeglad literatury

2.1. Lotne zwiazki organiczne

Lotne zwiazki organiczne (LZO) stanowig obszerng grupe zwigzkéw chemicznych
obejmujacych zwigzki o masie ponizej 300 Da. Charakteryzuja si¢ one stabg
rozpuszczalnos$cig 1 duza preznoscia pary, zdolne sg one do wywotywania wrazenia zapachu
poprzez pobudzanie nabtonka wechowego w nosie cztowieka. Zwigzki zapachowe utleniajg
si¢c bowiem juz w temperaturze otoczenia [6]. Wystepuja one w naturze, zarowno w
ro$linach jak i zwierzgtach jako metabolity wtorne. Wyizolowanie tych substancji ze Zzrodet
naturalnych jest czesto skomplikowane i kosztowne. Pozyskuje si¢ je najczesciej W postaci
ekstraktow roslinnych, czy olejkow eterycznych, ktore stanowig mieszaning wielu

zwigzkow chemicznych.

Juz od zarania dziejéw czlowiek probowal zmienia¢ zapach swojego ciala aby
skutecznie wtopi¢ si¢ w otoczenie wyrdznic si¢ sposrod duzej grupy ludzi, albo zyskaé na
atrakcyjnosci a takze by chroni¢ si¢ przed infekcjami. Pierwsze zapiski o stosowaniu
substancji zapachowych, w powyzszych celach, pochodzg juz ze starozytnos$ci. W tamtym
okresie stosowano ,,wonnos$ci”, ktore najczesciej byly thuszczami nasgczonymi ekstraktami
ro$linnymi czy olejkami eterycznymi. Poszczegolne pachnidla roznily si¢ miedzy soba
zapachem oraz funkcja w zalezno$ci od rejonu globu. W Egipcie oprocz walorow
estetycznych stosowano je do balsamowania zwlok, gdzie dodatkowo wykorzystywano
wlasciwosci antyseptyczne takich surowcoéw zapachowych jak mirra czy galbanum.
Rowniez na bliskim wschodzie substancje zapachowe byly elementem obrzadkow
religijnych takich jak namaszczenie cial czy kadzenie. Na obszarach nalezacych do
starozytne] Grecji czy Rzymu a takze Indii czy Chin znaleziono liczne dowody na
stosowanie réznych kompozycji zapachowych. W $redniowieczu we Francji powstat
pierwszy cech perfumiarzy formalizujac tym samym zawod osoby zajmujacej si¢
dobieraniem kompozycji zapachowych. Pierwsze perfumy w znanej nam obecnie formie
powstaly na Wegrzech w XIII w. W tym celu po raz pierwszy zastosowano destylacje
alkoholu i tak powstata Woda Krolowej Wegier, ktora byta wodno-alkoholowym destylatem
rozmarynu i tymianku. Do czasé6w obecnych receptura ,,wody wegierskiej” zostata
wielokrotnie zmodyfikowana, jednakze produkowana jest do dnia dzisiejszego. Pierwsze
fabryki produkujace perfumy seryjnie powstalty w XIII w. to z tamtej epoki pochodzg takie
firmy jak Galimard, Farina, Yardley, Muelhens, czy Lubin [7].



Dopiero pod koniec XIX w. zaczeto analizowa¢ kompozycje zapachowe pod katem
ich sktadu jak rowniez zapoczatkowano wtedy wyodrgbnianie i analiz¢ poszczego6lnych ich
sktadnikéw [8]. Obecnie alternatywag dla pozyskiwania tych substancji ze Zrodet naturalnych
jest ich produkcja w warunkach laboratoryjnych. Droga syntezy chemicznej pozyskuje si¢
zardwno substancje wystepujace w naturze np. cytral, mentol czy limonen ale réwniez
substancje zupetnie nowe nie posiadajgce naturalnych odpowiednikoéw np. keton pizmowy
[7]. Posrod zwigzkoéw zapachowych mozemy wyr6zni¢ zwigzki nalezace do rozmaitych grup
chemicznych, jak chociazby: aldehydy, ketony, alkohole, fenole, estry, etery, weglowodory
alifatyczne i.in. [6]. Cecha wspolng wszystkich tych substancji jest obecno$¢ grupy
funkcyjnej tzw. grupy osmoforowej. Dzigki jej obecnosci zwiazek jest nosnikiem zapachu.
W zaleznosci od wilasciwosci grupy osmoforowej dany zwigzek moze stwarza¢ rdézne
wrazenia wechowe. Substancje posiadajagce w swojej strukturze grupy z atomem tlenu np.
hydroksylowe czy karbonylowe odpowiadajg za zapachy przyjemne. Natomiast zwigzki,
ktore w swojej strukturze majg grupy zawierajace atom siarki (grupa tioformylowa,
tioeterowa itp.) lub azotu (grupa aminowa) odpowiadaja za zapachy nieprzyjemne [9].
Zapach danego zwigzku charakteryzuje si¢ najczesciej poprzez jego: trwatosé, charakter
oraz intensywnos¢. Pierwszy parametr odpowiada okresowi czasu przez jaki zapach
utrzymuje si¢ po naniesieniu na roézne powierzchnie. Charakter zapachu okreslany jest
poprzez subiektywne odczucie jakie wywotuje — skojarzenie [10]. Na ich podstawie zapachy
mozna zakwalifikowa¢ do takich grup jak: zielony, owocowy, kwiatowy, tlusty-
aldehydowy, ziotowy, zwierzeco-pizmowy, ambrowy, drzewny, korzenny, balsamiczno-
grzybowy, chemiczny i inny [7]. Intensywno$¢ zapachu okreslana jest jako sita danego

zapachu i mierzona jest w ppm, okres$la ona najmniejsze wyczuwalne st¢zenie zapachu [10].

Dzigki syntezie nowych substancji zapachowych nastapit przetom w przemysle
perfumeryjnym. Nowe substancje daty perfumiarzom mozliwo$¢ komponowania nowych,
niespotykanych dotad zapachow (Tabela 1). Pierwszym zapachem z syntetyczng substancja
byt Fougere Royale Houbigant z 1882 r. a najbardziej znanym Chanel No. 5z 1922 r. Zostat
on zaprojektowany na poczatku XX w. przez Ernesta Beauxa. Nieznany wcze$niej element
kompozycji stanowig aldehydy alifatyczne, ktore posiadajg charakterystyczng thusta nute

zapachow3 1 juz w niewielkiej ilo$ci charakteryzujg si¢ duza intensywnoscia.



Tab. 1 Przyktady zastosowania substancji syntetycznych w perfumach z XX i XIX w. [7,11]

Dekada Syntetyki zapachowe Zastosowania
1900 Kumaryna, heliotropina ,»Coty L’Origan”
1910 Undekalakton ,,Guerlain Mitsuoko”
1920 aldehydy C10, C11, C12 ,,Chanel No. 5”
1930 Octan fenyloetylu, civettone ,,Dana Tabu”
hydroksycytronelal, keton ) o
1940 ,Nina Ricci L’ Air du Temps”
pizmowy
Salicylan izoamylu, octan
1950 ) . ,,Estée LauderYouth Dew”
cedrylu, pizma nitrowe
Octan 4-tert-
1960 butylocykloheksenylu, ,,Guy Laroche Fidji”
Salicylan (Z)-3-heksenylu
1970 Dihydrojasmonian metylu ,,Chanel No. 19”
1980 Brasynal etylu, Helional ,,Calvin Klein Obsession”
Dihydromyrcenol, Pizma )
1990 ) ,,Davidoff Cool Water”
cykliczne, Ambrox
2000 Kaszmeran ,Versace Crystal Noir”
2010 Hedion ,,Dior J’adore Voile”
,»Calvin Klein Eternity
2020 Lorenox
Cologne For Men”

2.1.1 Regulacje prawne dotyczace substancji zapachowych

Regulacje prawne dotyczace substancji zapachowych obejmuja dwa obszary: normy
jakosciowe oraz zagadnienia dotyczace bezpieczenstwa stosowania danych substancji w
wyrobach. Posrod obszaréw dotyczacych standardow jakosci mozna znalez¢ zapisy w wielu
roéznych systemach norm takich jak 1SO (International Standard Organisation) czy CEN
(Comité Européen de Normalisation) dotycza one w duzej mierze olejkow eterycznych. W
stosunku do substancji zapachowych syntetycznych stosuje si¢ gltownie standardy
wewnetrzne poszczegolnych dostawcoéw. Ponadto istnieje kilka miedzynarodowych
organizacji zajmujacych si¢ handlem, aspektami produkcji i zastosowaniem poszczegdlnych
substancji zapachowych. Zaliczy¢ do nich mozemy IFEAT (Migdzynarodowa Federacja
Handlu Olejkami Eterycznymi i Aromatami), ktora zajmuje si¢ aspektami bezpieczenstwa

obrotu substancjami zapachowymi, IFRA (Migdzynarodowe Stowarzyszenie Substancji
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Zapachowych) zajmujace si¢ zasadami produkcji i stosowania substancji zapachowych
nazywane standardami IFRA, IOFI bedacy podobng organizacja do IFRA jednak
koncentrujacg si¢ na aromatach spozywczych, a takze RIFM (Instytut Badania Substancji
Zapachowych), ktory jest organizacja pozarzadowa zajmujacg si¢ badaniem bezpieczenstwa
poszczegblnych substancji zapachowych [7]. W duzej mierze regulacjami syntetycznych
substancji zapachowych zajmuje si¢ [IFRA. Regularnie publikowane sg ,,Standardy IFRA”
informujace o bezpieczenstwie poszczegolnych substancji a takze o wycofywaniu ich z
obrotu. Ponadto zawarta w nich informacja o zagrozeniach i ograniczeniach w zaleznosci od
poszczegbdlnych wyrobow, w ktorych znajda zastosowanie. W $cistej wspotpracy z RIFM
wyliczane sg czynniki ryzyka ekspozycji i dopuszczalne limity zawarto$ci poszczegdlnych
sktadnikéw z uwzglednieniem wtasciwosci draznigcych. Spetnienie wszystkich standardow
przez dang kompozycj¢ zapachowa jest asygnowane certyfikatem zgodnosci z IFRA [12].
Polskie regulacje spisane sg w ustawie o kosmetykach z dnia 30 marca 2001 Dz.U. 2001 nr
42 poz. 473 wraz z p6zniejszymi zmianami. W dokumencie tym zawarte sa w kilku punktach
informacje o kompozycjach zapachowych, zestawienie substancji niedozwolonych w
kosmetykach a takze list¢ dopuszczalnych substancji konserwujacych. W zapisach tej
ustawy pojawily si¢ rowniez informacje o substancjach, ktére moga powodowa¢ alergi¢ u

niektorych uzytkownikow [13].

2.1.2. Syntetyczne substancje zapachowe — niskoczasteczkowe zwigzki karbonylowe

Do grupy aldehydéw zaliczamy organiczne zwigzki chemiczne, zardbwno o budowie
alifatycznej jak 1 aromatycznej, ktére na koncu tancucha weglowego posiadaja grupe
karbonylowa [14]. Zwiazki te opisujemy wzorem ogélnym RCHO, gdzie grupa
karbonylowa powigzana jest z atomem wodoru. Aldehydy z poszczegélnych podgrup
znajduja wykorzystanie w kompozycjach zapachowych jako sktadniki syntetyczne.
Mozemy wyrdzni¢ substancje takie jak: aldehyd C-12 metylo-n-nonylooctowy (MNA),
aldehyd benzoesowy, cetonal ® czy melonal (Tabela 2) [7,11] Ketony sa to organiczne
zwiazki chemiczne, ktére mogg mie¢ budowe zarowno alifatyczng, jak i aromatyczng.
Zwiazki te opisujemy wzorem ogdlnym RR’CO, gdzie z grupa karbonylowg powigzane s3
dwie grupy organiczne [15]. Ketony znajduja duzo szersze zastosowanie w kompozycjach
zapachowych jako sktadniki zapachowe. Pos$rod nich wyr6zni¢ mozemy: cywetton,

benzofenon, timbersilk™, damaskon czy calone (Tabela 2) [7,11].



Tab. 2 Przyktadowe syntetyczne substancje zapachowe z grupy aldehydow i ketondw z profilami zapachowymi [7,11,16]

Nazwa Profil zapachowy

zielono-ziotowy z nutami ttusto-
MNA .
aldehydowymi

gorzkie migdaty z nutami stodkimi,
Aldehyd benzoesowy

korzennymi
Cetonal ® drzewny, skorzany z nutami tytoniu, irysu
Melonal $wiezy, stodki z nutami arbuza, melona, ozonu
Cywetton pizmowo-zwierzgcy
kwiatowy z nutami rozanymi,
Benzofenon o o )
brzoskwiniowymi, miodowymi
) ) drzewno-ambrowy z nutami kwiatowymi,
Timbersilk ™ .
fiotkowymi
drzewny z nutami migtowymi, kwiatowymi,
Damaskon i
owocowymi
$wiezy, wodnisty z nutami melonowymi,
Calone

morskimi

Cechg charakterystyczng aldehydow 1 ketonow dzieki obecnos$ci grupy karbonylowe;j
jest ich polarnos¢, przez co zwigzki te maja wyzsza temperature wrzenia niz niepolarne
zwigzki o tej samej masie czasteczkowej. Ponadto zwigzki te nie tworzg wigzan
wodorowych pomigdzy sobg, gdyz wszystkie atomy wodoru w tych czgsteczkach powigzane
sa z atomami wegla. Addycja nukleofilowa jest reakcja charakterystyczng dla zwigzkow, w
ktorych strukturze obecna jest grupa karbonylowa. Elektrony m wigzania podwoéjnego
miedzy atomem tlenu 1 wodoru wykazujg si¢ duza ruchliwos$cig, przez co ulegaja
przesunig¢ciu w kierunku atomu tlenu. Wynikiem tego jest nadmiar elektronow przy atomie
tlenu tej grupy a ich deficyt przy atomie wegla. Poniewaz wigzanie to ma ptaska budowe
mozliwy jest atak zaréwno od gory jak 1 od dolu w kierunku prostopadtym. W reakcjach
addycji nukleofilowej (Schemat 1) istotnym etapem jest wytworzenie wigzania z atomem
wegla, ktory ma charakter kwasowy. Dlatego tez grupa karbonylowa jest najbardziej podatna
na reakcje z czynnikami nukleofilowymi, ktore bogate sa w elektrony a wigc z zasadami
[15]. Przyktadem takiej reakcji moze by¢ addycja pochodnych amoniaku np.
hydroksyloaminy, ktora prowadzi do powstawania oksymow 1 zostanie doktadniej opisana

w pdzniejszym rozdziale.
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R'/Q:Z £ ¢ HOo _f
o> R?\b— —>Rj\o— —»Rj\OH

substrat stan przejsciowy produkt

Schemat 1 Ogdlny schemat reakcji addycji nukleofilowej charakterystycznej dla zwigzkéw posiadajgcych grupe
karbonylowq

2.1.2. Syntetyczne substancje zapachowe - terpenoidy

Terpenoidy stanowig jedng z najwickszych, charakterystycznych grup posréd
lotnych zwigzkow organicznych. Zwigzki te wystepuja w naturze gtownie jako metabolity
wtorne, ale rowniez jako zwiazki sygnalizujace, ochronne czy obronne [17]. Substancje te
maja budowe podjednostkowa, gdzie pojedyncza jednostke stanowi izopren. Poniewaz
izopren (2-metylobuta-1,3-dien) zbudowany jest z pigciu atomow wegla, liczba tych atomow
w terpenoidach jest wielokrotno$cig liczby pie¢ [18]. Wyrdézni¢ mozemy wigc
hemiterpenoidy  (jedna  podjednostka), monoterpenoidy  (dwie  podjednostki),
seskwisterpenoidy (trzy podjednostki), diterpenoidy (cztery podjednostki), sesterterpenoidy
(pie¢ podjednostek), triterpenoidy (sze$¢ podjednostek), tetraterpenoidy (siedem

podjednostek) oraz poliizoprenoidy (osiem i wigcej podjednostek).

Pod koniec XIX w. zaproponowano regule budowy terpendéw — regule izoprenowa.
Wedlug tej zasady, poszczegdlne podjednostki moga si¢ migdzy soba laczy¢ w dowolny
sposob, jednakze kazda pochodna z poszczegoélnej klasy terpenoidow pochodzi od
pojedynczego zwigzku charakterystycznego. Ponadto opisano trzy wariacje potaczen
podjednostek izoprenowych: ogon-ogon (z ang. tail-to-tail), glowa-glowa (z ang. head-to-
head) oraz glowa-ogon (z ang. head-to-tail) (Rysunek 1). W naturze najczesSciej wystepuje
potaczenie glowa-ogon, potaczenie ogon-ogon wystepuje sporadycznie posrod
karotenoidéw 1 steroidow, natomiast polaczenie ogon-ogon w naturze nie wystepuje.
Powstajace w ten sposob szkielety ulegaja dalszym modyfikacjom jak chociazby potaczeniu

w pierscienie lub funkcjonalizacji przez inne heteroatomy [10].
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Rys. 1 Struktura izoprenu oraz sposoby tqczenia jednostek izoprenowych

Biosynteza terpenoidéow zachodzi m.in. w szlaku mewalonowym. Gtowny etap
powstawania tych zwigzkow obejmuje proces kondensacji difosforanu izopentenylu (IPP) z
difosforanem dimetyloallilu (DMAPP). Produktami tej reakcji sa prekursory (jednostki
dziesiecioweglowe o formie Cis i trans). Obecnos¢ chiralnego atomu wegla w ich strukturze

powoduje, ze terpenoidy moga wystepowac w formie dwoch enancjomerow [10].

Posroéd terpenoidow, ktore znajduja zastosowanie jako sktadniki kompozycji
zapachowych wyr6zni¢ mozemy mentol o zapachu chtodzacym, migtowym, cytral o
zapachu cytrynowym, stodkim, owocowym czy tez a-jonon 0 zapachu kwiatowym,
fiotkowym [7]. Ponadto wiele ze zwigzkow posiadajacych strukturg izoprenows wykazuje

aktywnosc¢ biologiczng [19].

2.2. Azotowe pochodne zwigzkow zapachowych
2.2.1 Oksymy

Oksymy naleza do grupy imin, sg pochodnymi hydroksyloaminy i charakteryzuje je
wigzanie podwojne miedzy atomem wegla 1 azotu. Oksymy opisuje si¢ wzorem ogdlnym
RR’C=NOH, reszta R to alifatyczny lub aromatyczny tancuch, a reszta R’ to atom wodoru
lub inna reszta organiczna (Rysunek 2). Dzigki obecnosci charakterystycznego wigzania
podwdjnego kazdy oksym posiada dwa stereoizomery (Z) i (E) [20], jednakze to izomery E
sg bardziej aktywne biologicznie. Podczas syntezy chemicznej uzyskuje si¢ najczgsciej oba

izomery, ktore nastgpnic mozna catkowicie rozdzieli¢ [21]. Poprzez reakcje
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hydroksyloaminy z aldehydem lub ketonem tworzone sa odpowiednio aldoksymy i
ketoksymy. Oksymy w wigkszos$ci majg charakter stabo amfoteryczny, poprzez obecno$¢

stabo zasadowego atomu azotu i stabo kwasowej grupy hydroksylowej [20].

aldoksym ketoksym

Rys. 2 Wz6r ogdlny aldoksymu i ketoksymu

Oksymy sag jednymi ze zwigzkoéw powstajacych na drodze addycji nukleofilowej
jednej z pochodnych amoniaku, hydroksyloaminy (Schemat 2). Substancja ta ma charakter
zasadowy 1 reagujac z kwasami tworzy sol — chlorowodorek hydroksloaminy, ktory jest
stabilniejszy, poniewaz trudniej utlenia si¢ z tlenem obecnym w powietrzu. W reakcji ze
zwigzkiem karbonylowym substancje te poddaje si¢ dziataniu zasady aby wyprzeé
hydroksylaming z soli. Sama reakcja musi przebiega¢ w srodowisku dos¢ kwasnym aby
zapewni¢ wystarczajaca ilo$¢ protonowanego zwiazku karbonylowego. Zbyt kwasne
srodowisko moze natomiast przyczyni¢ si¢ do obnizenia stg¢zenia wolnego zwigzku

azotowego [15].

R__R R
3+ :NH,0H | R
0

° {

Schemat 2 Ogdlny schemat addycji nukleofilowej hydroksyloaminy do ketonu lub aldehydu gdzie R’ to reszta organiczna
lub atom wodoru

Rl
NHOH | —— >:NOH +  H,O
H R

Zwiazki te rowniez wystepuja w naturze, w roslinach najczgsciej jako prekursory w
szlakach biosyntezy metabolitow wtornych, zwigzanych z systemami ochronnymi np. jako
polprodukty w syntezie glikozydow cyjanogenicznych. Wiekszos¢ z nich wytwarzana jest
w cytochromie P450 z rodziny CYP79. Teoretycznie wigc wszystkie kwitngce rosliny
posiadajace CYP79 zdolne sg do wytwarzania oksymow. Oksymy uwalniane sg z roslin w
formie lotnej a jedynie te zwigzane w postaci glikozydéw sa w niej magazynowane.
Poniewaz oksymy pelnig funkcje przejSciowa w szlakach biosyntezy innych metabolitow,
ich stezenie jest niskie, przez co czgsto zostaja one pomijane w oznaczeniach w probkach
biologicznych [21]. U zwierzat natomiast biorg udziat m.in. w komunikacji zapachowe;j
mig¢dzy osobnikami. Ponadto biorg one udzial w réznych procesach metabolicznych np.

aminokwasow [22].
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Tab. 3 Oksymy wykorzystywane w kompozycjach zapachowych [16,30].

Nazwa Struktura Profil zapachowy
—N zielony, przypominajacy
Stemon ’ ) .
OH rozdrobnione liscie figowe
zielony, wetiwerowy,
Oksym 3,5,5- drzewny z nutami

trimetyloheksanalu

mictowymi, kamforowymi,

czarnej porzeczki, grejpfruta

Oksym 3,7-dimetylooktanalu

X _OH
)\/\)\/\NO

ziemisto-zielony z nutami

rézanymi

Oksym oktan-3-onu

ziemisto-zielony z nutami

mchu

Oksym 2,6-dimetylo-5-
heptanalu

H

kwiatowy z nutg gardenii

Oksym cytralu

splesnialy z nutami

wodorostow

Oksym cytronellalu

lisciasto-zielony z nutami

rézanymi, cytrusowymi

Oksym Buchu

L\_;N\
OH
— 5~
N-O
AN
_OH
SN
|
_OH
\N (@)
|
N|
“OH

OWO0COWO-ziotowy z nutami
buchu — lisci czarnej

porzeczki

Oksym Cassis

Owocowy, porzeczkowy z

nutami grejpfruta, szatwii
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Ugrupowanie oksymowe moze ulega¢ biotransformacjom np. na drodze utleniania
czy redukcji. Najwazniejsza cechg oksymow jest ich zdolno$¢ do kompleksowania metali,
dzieki czemu mogg one petni¢ funkcje inhibitoréw metaloenzyméw [23]. Ponadto zwigzki
te charakteryzuje zdolno$¢ do pehienia roli katalizatora drugiej i kolejnej generacji w
procesach biokoniugacji [24]. Co wigcej oksymy wykorzystuje si¢ w implementacji
reaktywnych grup karbonylowych i donora par elektrondow do bioczateczek [25].
Oksymy charakteryzuja si¢ wieloma réznymi aktywnosciami biologicznymi. Posréd nich
wyr6zni¢  mozemy  aktywno$¢  przeciwdrobnoustrojowg, przeciwnowotworowa,
przeciwzapalng, antyutleniajacg [26]. Zwiazki te znane s3 jako $rodki terapeutyczne w
leczeniu zatru¢ $rodkami fosforoorganicznymi (OP) a takze w leczeniu infekcji
drobnoustrojowych, jako antybiotyki. Nalezaca do klasy antybiotykow B-laktamowych
nokardycyna A posiada w swojej strukturze ugrupowanie oksymowe [27]. Modyfikacje
istniejacych juz antybiotykéw np. cefalosporyn poprzez wprowadzenie ugrupowan
oksymowych zostato uznane przez wielu naukowcow jako dobry kierunek w rozwoju badan
nad aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowa [26]. Problematyczna w zastosowaniu oksymow
jako srodkow terapeutycznych jest ich stosunkowo staba rozpuszczalno$¢ w wodzie. W tym
celu wprowadza si¢ rozmaite modyfikacje ugrupowania oksymowego, poprzez ich
estryfikacj¢ czy eteryfikacj¢ [28]. Wazng cechg charakterystyczng dla oksymow jest
mechanizm alkilowania a w szczegdlno$ci O-alkilowania, ktory zostanie opisany w
kolejnym podrozdziale. Niektore sposrod oksymdéw mimo nizszej lotnosci niz ich substraty
charakteryzuja si¢ ciekawymi profilami zapachowymi [29], jednakze niewiele z nich jest

wykorzystywane w kompozycjach zapachowych (Tabela 3).

2.2.2 Etery oksymoéw

Jedng z charakterystycznych pochodnych oksymoéw sa okso-imino etery, w
uproszczeniu etery oksymow. Zwigzki te stanowig wazny element syntezy organicznej. Sa
one wykorzystywane w syntezie roznych zwigzkoéw zawierajacych tlen 1 azot np. amin,

nitryli, B-aminokwasow czy laktamow.

Jedna z popularnych metod pozyskiwania O-eterow oksymoéw jest reakcja O-
alkilowania z halogenkami alkilowymi oraz w obecnosci silnego reduktora np. wodorku
sodu (Schemat 3). W reakcji tej stosuje si¢ najczesciej jodki 1 bromki, ktore w porownaniu

do chlorkéw zapewniaja znacznie wyzsze wydajnosci reakcji [31].
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Schemat 3 Ogdiny schemat reakji O-alkilowania

Zwiagzki te wykazuja si¢ rozmaitymi aktywno$ciami biologicznymi m.in.
przeciwdrobnoustrojowg czy przeciwnowotworowg. Znajduja one zastosowanie jako srodki
ochrony roslin w postaci larwicydéw czy pestycydow. Motyw eteru oksymu mozemy
znalez¢ rowniez posrdd antybiotykdéw np. w roksytromycynie. Substancja ta nalezy do grupy
makrolidow 1 stosowana jest w terapii zakazen bakteriami z rodzaju Legionella czy
Chlamydia. Innym powszechnie stosowanym lekiem z takim motywem jest oksykonazol
stosowany w leczeniu grzybicy skory a takze malenian fluwoksaminy stosowany w leczeniu
zaburzen obsesyjno-kompulsywnych [32]. Etery oksymow nie wystepuja powszechnie w
naturze. Jednym z niewielu przykladow jest eter O-metylowy fenyloacetaldehydu

wystepujacy w $ladowych ilo§ciach m.in. ok. 0.3-0.7% w gardenii tahitanskiej [33].

Ponadto okso-imino etery wykazuja si¢ ciekawymi profilami zapachowymi i
analizuje si¢ te zwigzki pod wzgledem ich potencjatu zapachowego. Jak do tej pory zwiazki
te nie sg powszechnie stosowane w kompozycjach zapachowych. Istniejg jedynie trzy
patenty potwierdzajace ich zastosowanie w kompozycjach zapachowych. Dwa nalezace do
International Flavors & Fragrances Inc. [34,35] oraz jeden nalezacy do Givaudan [36].
Glownie dotycza one prostych eterow metylowych oksymow aldehydow stosowanych

powszechnie jako sktadniki kompozycji zapachowych.

2.3. Aspekty dezynfekcji w roznych gatgziach przemystu
2.3.1 Chemiczne $rodki dezynfekcyjne

Zagadnienie dezynfekcji jest bardzo szerokie, poniewaz obejmuje dezynfekcje:
higieniczng, powierzchni a takze pomieszczen, w ktorych produkowana jest zywnos¢ czy
hodowane sa zwierzeta. Dezynfekuje si¢ rowniez wode pitng, basenowa, Scieki czy
powietrze. W tym celu wykorzystuje si¢ srodki biobdjcze o roznym deklarowanym dziataniu
wobec bakterii, grzybow 1 wirusow. Wymogi jakie musi spetnia¢ dany $rodek sg zalezne od
dziedziny oraz obszaru jego wykorzystania. Wyrdozniamy gléwnie obszar medyczny,
przemystowy, spozywczy, domowy 1.in. Efektywnos¢ dezynfekcji zalezy od czasu dziatania
1 zastosowanego stezenia preparatu a takze niektorych parametrow fizycznych. Posrod

substancji aktywnych dezynfektantow wyrozniamy: fenole i1 ich pochodne, alkohole,
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aldehydy, zwiazki zawierajace aktywny chlor, tlen i.in. W formulacjach pojawiaja si¢
rébwniez inne substancje odpowiedzialne za dodatkowe walory produktu jak np. cechy
myjace, zapobiegajace korozji, wzmacniajace efekt biobdjczy czy tez wspomagajace

stabilno$¢ catego produktu [37,38].

Preparaty alkoholowe oparte sa najczg$ciej na alkoholu n-propylowym, izo-
propylowym czy etylowym. Sg wykorzystywane najczesciej] w dezynfekceji higienicznej a
takze do dezynfekcji niewielkich powierzchni. Posiadajg wysoka efektywnos$¢ wobec
bakterii zarowno Gram dodatnich jak i Gram ujemnych a takze wiruséw ostonkowych.
Cechujg si¢ $rednig aktywno$cig wobec pratkow, grzybow 1 cze$ci wirusOw
bezostonkowych. Preparaty aldehydowe oparte sa na formaldehydzie, glikosalu czy
aldehydzie bursztynowym i glutarowym. Objete sa one jednak licznymi ograniczeniami, CO
spowodowane jest ich dziataniem draznigcym czy mutagennym. Aldehydowe dezynfektanty
wykazuja dobra efektywnos§¢ wobec bakterii, pratkow, grzybow i wirusow ostonkowych a
srednig wobec przetrwalnikéw 1 wirusow bezostonkowych. Stosowane sa najczesciej do
dezynfekcji powierzchni. Preparaty oparte na aktywnym dziataniu chloru sg nietrwate i
opierajg si¢ glownie na podchlorynach, dichloroizocyjanuranie sodu czy chloroaminach.
Dobrze dziataja na bakterie, przetrwalniki i wirusy ostonkowe. W stopniu umiarkowanym
sa efektywne wobec pratkow, grzybow 1 wirusow bezostonkowych. Substancje, ktorych
dziatanie wynika z obecnos$ci aktywnych form tlenu oparte sg m.in. na kwasie nadoctowym,
mononadsiarczanie potasu czy peroksyftalanie magnezu. Podobnie jak $rodki oparte na
aktywnym dziataniu chloru sg nietrwale a dodatkowo moga tez powodowac korozjg.
Charakteryzuja si¢ wysoka aktywno$cia wobec bakterii 1 wirusow ostonkowych, $rednig
wobec grzybow, przetrwalnikow i1 wirusow bezostonkowych a umiarkowang wobec
pratkéw. Preparaty fenolowe sg stopniowo wypierane z zastosowania przez inne srodki z
powodu ich dziatania draznigcego, a takze negatywnego wplywu na uklad nerwowy i
oddechowy [38].

2.3.2. Aspekty prawne zwigzane ze srodkami do dezynfekc;i

Wprowadzenie produktéw biobojczych do obrotu opisane jest w ustawie z dnia 9
pazdziernika 2015 o produktach biobojczych (Dz. U. 2015 poz. 1926) wraz z pézniejszymi
zmianami a takze Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady UE nr 528/2012 z 22
maja 2012 r. w sprawie udostgpnienia na rynku i stosowania produktow biobojczych. Oba

te uregulowania prawne reguluja standardy jakie musi spetnia¢ dany $rodek aby trafi¢ do
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Wykazu Produktow Biobojczych. Zaliczy¢ mozemy do nich wszelkie pozwolenia i
zezwolenia, a takze zatwierdzenie substancji czynnych. Producent zobowigzany jest
przedstawi¢ charakterystyke produktu biobdjczego zawierajacg m.in. szczegdlowa
informacje o substancjach czynnych (w tym nazwe, nr CAS oraz zawartos¢ w produkcie),
informacj¢ o przeznaczeniu produktu z uwzglednieniem grupy produktowej i postaci
uzytkowej oraz okres waznosci produktu. Ponadto natozono na niego obowigzek
sporzadzenia i przedstawienia Karty charakterystyki produktu przygotowanej zgodnie z
rozporzadzeniem (WE) nr 1907/2006 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 18 grudnia
2006 r. oraz sprawozdanie z badan nad skutecznoscig srodka przeprowadzonych zgodnie z

normami mi¢dzynarodowymi lub/i krajowymi [39].

Wybér odpowiedniej metody oceny skutecznosci dezynfektanta zalezy od
przeznaczenia danego produktu z uwzglgdnieniem wystepujacych drobnoustrojow, miejsca
zastosowania czy warunkoéw srodowiska. Informacje na ten temat mozna znalez¢ w normie
PN-EN 14885 :2019 ,,Chemiczne $rodki dezynfekcyjne i antyseptyczne - Zastosowanie
norm  europejskich  dotyczacych  chemicznych  $rodkéw  dezynfekcyjnych i
antyseptycznych”, ktora jest zestawieniem opublikowanych norm stuzacych do oceny
skutecznosci §rodkow dezynfekcyjnych w poszczegélnych obszarach wykorzystania jak
rowniez zawiera informacje¢ o doborze warunkéw przeprowadzanego testu [40]. Dobranie

odpowiednich testow daje gwarancje skutecznosci produktu.

2.3.4 Mikroorganizmy w badaniach nad srodkami dezynfekujacymi w obszarze
spozywczym, przemystowym, domowym 1 instytucjonalnym

Tak jak juz wspomnialtam w poprzednim rozdziale norma europejska okresla
szczegblowe warunki przeprowadzanego testu. W tym rowniez informacje o
poszczegdlnych mikroorganizmach, wobec ktorych udowodniona musi zosta¢ aktywnosc¢
biobojcza. Dla poszczegdlnych obszaréw zastosowania sprecyzowane sg grupy
mikroorganizmoéw, wobec ktoérych aktywnos$¢ musi zosta¢ obligatoryjnie udowodniona a
takze grupy dodatkowych mikroorganizméow wskazanych do kontroli [40]. W celu oceny
praktycznego dzialania poszczeg6lnych produktow przeprowadza si¢ badania ilosciowe w
dwoch fazach/etapach w celu odzwierciedlenia skutecznosci w okre§lonych warunkach
dziatania i uzyskania wymaganego poziomu redukcji mikroorganizmow [41]. Na potrzeby
niniejszej pracy skupie si¢ na omoéwieniu mikroorganizmow objetych normami PN-EN

1276:2019, PN-EN 13697+A1:2019, PN-EN 1650:2019 i PN-EN 13623:2021. Normy te
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obejmujg wybrane szczepy bakterii: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Legionella
pneumophila, Enterococcus hirae, Staphylococcus aureus, oraz drozdzy i plesni Candida
albicans i Aspergillus brasiliensis (Tabela 4) sg to mikroorganizmy wymagane do okreslenia

aktywnosci bakteriobojczej 1 grzybobojcze;.

Poszczegdlne szczepy bakteryjne sposréd wymienionych gatunkéw moga by¢
patogenami oportunistycznymi. Ponadto naleza one do mikroorganizméw zwigzanych z
fizjologiczna mikroflorg cztowieka (E. coli, S. aureus, E. hirae), bytujag w glebie i wodzie
(P. aeruginosa, E. coli, L. pneumophila). Bakterie z gatunku E. coli sa jednymi z najbardziej
rozpowszechnionych mikroorganizméw w S$rodowisku. W organizmie czlowieka
wspomagajg trawienie i biorg udzial w produkcji witamin z grupy B i K [42]. Patogenne E.
coli odpowiedzialne sg za zakazenia w obrebie przewodu pokarmowego (IPEC) oraz
wywotujace choroby pozajelitowe (EXPEC). Uwaza si¢ ze az 16% chordb przenoszonych
przez zywnos$¢ powigzana jest z bakteriami tego gatunku [43]. Cechg charakterystyczng tej
bakterii jest zdolno$§¢ do wytwarzania barwnikéw. Wséréd nich wyr6ézni¢é mozemy:
niebiesko-zielong piocyjaning, fluoryzujacg na zielono w UV fluoresceing, czerwong
piorubing oraz brazowa melaning. Patogenne szczepy P. aeruginosa sa jednymi
najgrozniejszych gatunkéw powodujacych zakazenia wewnatrzszpitalne. Jest to bakteria
odporna na wiele antybiotykéw, poniewaz posiada nieprzepuszczalng $ciang i blone
komorkowa. Jest to rowniez jeden z niewielu mikroorganizmoéow dla ktorych udato sig
opracowac szczepionke przeciwko zakazeniom bakteriami z tego gatunku. Pseudovac®
firmy Biomed stosowana jest m.in. w profilaktyce zakazen ran oparzeniowych [44]. Ponadto
wykazano, ze niepatogenne szczepy paleczki ropy blekitnej sa w stanie funkcjonowaé na
obszarach skazenia ropa naftowa i s3 w stanie rozklada¢ ropg naftowa, do krotszych n-
alkanow [45]. L. pneumophila rozmnazajg si¢ w amebach a czlowiek jest jedynie ich
przypadkowym zywicielem [46]. Bakteria ta powoduje dwie odrebne choroby tj. chorobe
legionistow 1 goraczke Pontiac. Do zakazenia dochodzi droga kropelkowa poprzez
rozprzestrzenianie skazonych aerozoli np. przez klimatyzatory a takze przez skazong wodg
np. pod prysznicem, w fontannach itp. [47] Leczenie zakazen Legionella sp. poza
wzrastajgcg lekoopornoscig utrudnia zdolnos$¢ bakterii do tworzenia biofilmu a tym samym
zwigkszona jej odporno$¢ na antybiotyki np. azytromycyn¢ czy ciprofloksacyne [48].
Bakterie te produkuja specyficzne biatka zewnatrzkomoérkowe (Esp) oraz substancje
agregujace (Agg), ktore odpowiadaja za kolonizacje¢ gospodarza [49]. Bakterie z gatunku E.

hirae powoduja glownie zakazenia u kurczat, powodujgc spowolnienie ich wzrostu. Jest
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niewiele doniesien o zakazeniach ludzi, wystepuja najczesciej jako zakazenia szpitalne.
W wyniku zakazenia i wystgpienia bakteriemii dochodzi do zapalenia w obrebie uktadu
moczowego [50]. Ponadto uwaza sie, ze E. hirae posiada gen odpowiedzialny za odpornosé¢
na wankomycyn¢ i moze uczestniczy¢ w transferze tego genu mig¢dzy innymi szczepami
Enterococcus sp. [51]. Szacuje sig, ze nawet 30% populacji moze by¢ nosicielami S. aureus.
Patogen ten najczg$ciej powoduje réznego rodzaju ropne zakazenia skory 1 tkanek
podskornych oraz zakazenia uktadowe. Leczenie zakazen utrudnia zdolno$¢ bakterii do
tworzenia biofilmu, a takze odpornos$¢ niektorych szczepdéw na antybiotyki B-laktamowe,
metycyling (MRSA) czy wankomycyne (VISA i VRSA). Lekooporno$¢ tych bakterii ze
wzgledu na duza obecnos¢ w srodowisku dramatycznie wzrasta i stanowi realne zagrozenie

dla cztowieka [52].

Tab. 4 Charakterystyka mikroorganizmdw objetych normami PN-EN 1276:2019, PN-EN 13697+A1:2019, PN-EN
1650:2019 i PN-EN 13623:2021 [42,46,53-55]

Barwienie Ksztatt )
Nazwa Ruchliwos$é¢ Warunki tlenowe
metodg Grama
Mikroorganizmy bakteryjne
E. coli G- pateczki nie ruchliwe beztlenowe
P. aeruginosa ) ruchliwe, jedna bezwzglednie
G- pateczki
rzeska tlenowe
L. pneumophila ) ruchliwe,
G- pateczki _ tlenowe
OI‘ZG;SIOIle
E. hirae o ) ) warunkowo
G+ ziarniaki nie ruchliwe
beztlenowe
S. aureus o ) ) warunkowo
G+ ziarniaki nie ruchliwe
beztlenowe

Mikroorganizmy grzybowe

C. albicans ) jednokomorkowe, ) tlenowe i
nie dotyczy nie dotyczy
bezotoczkowe beztlenowe
A. brasiliensis ) S ) tlenowe i
nie dotyczy kropidlaki nie dotyczy
beztlenowe

Dwa przytoczone gatunki grzyboéw rowniez sg patogenami oportunistycznymi.
C. albicans wywotuje zakazenie zwane kandydoza. Grzyb ten bytuje w organizmach

ludzkich u ok. 70% populacji, gléwnie w przewodzie pokarmowym nie wywolujac
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objawow. Okresla si¢ dwie kategorie zakazenia: bton sluzowych i ogélnoustrojowe. Grzyby
z gatunku C. albicans sa zdolne do wytwarzania biofilmu co tym bardziej utrudnia skuteczne
leczenie tego typu zakazen a takze ulatwia rozwdj poza organizmem nosiciela np. na
sprzecie medycznym. Ponadto komorki rosngce w takich skupiskach sg bardziej lekooporne
[54]. Grzyby te sga zdolne do wytwarzania enzymoéw hydrolitycznych np. proteaz
aspartylowych. Enzymy te a takze adhezyny utatwiajg kolonizacj¢ a takze adhezje do tkanek
gospodarza, czego konsekwencjg jest niszczenie komoérek odpornosciowych [56].
A. brasiliensis wytwarzajacy czarng plesn pierwotnie byt identyfikowany jako szczep
Aspergillus niger ATTC16404, ze wzgl¢du na wytwarzanie unikalnych zwigzkoéw zostat
przekwalifikowany na A. brasiliensis [55]. Grzyby z rodzaju Aspergillus sp. sg najbardziej
rozpowszechnionymi grzybami w $rodowisku, bytuja w glebie, wodzie, a takze kiepsko
wentylowanych wilgotnych pomieszczeniach. Zarodniki przenosza si¢ wraz z powietrzem.
Powoduja zakazenia oportunistyczne, tzw. aspergilozy, ktére mogg dotyczy¢ uszu, skory
czy plic. W leczeniu aspergiloz stosuje si¢ najczesciej kaspafunging czy

amfoterycyng B [57].

2.3.3. Opornos$¢ mikroorganizméw na dezynfekcje

W przypadku dhugotrwatego stosowania srodkéw dezynfekcyjnych opartych na tych
samych sktadnikach aktywnych moze wystapi¢ zjawisko oporno$ci. Dotyczy ono przede
wszystkim bakterii Gram-ujemnych z rodzaju Pseudomonas, Serratia, Flavobacterium czy
Achromobacter. Komorki patogennych drobnoustrojéow uruchamiajg rézne mechanizmy,
aby obnizy¢ zdolno$¢ biobojcza danego preparatu. Zaliczy¢ mozemy do nich: zmiany w
budowie blony cytoplazmatycznej, tj. zmniejszenie jej przepuszczalnosci i1 zablokowanie
transportu substancji do wnetrza komorki, synteze enzymoéw odpowiedzialnych za
dezaktywacje danej substancji, zmiany zachodzace w podjednostkach rybosomow,
produkcje metabolitu antagonistycznego, zmiany w szlakach metabolicznych czy usuwanie

substancji z pomocg pomp biatkowych [38].

Wyr6zni¢ mozna trzy wystepujace odpornosci: nabyta (fenotypowa), naturalng
(wrodzong) 1 krzyzowa. Pierwsza z nich wynika z selekcji lub adaptacji drobnoustrojow do
nowych warunkéw $rodowiskowych. Wrazliwe komorki nabieraja odporno$ci w wyniku
samoistnej mutacji, pojawiajace si¢ odporne mutanty stopniowo zaczynaja dominowac¢ nad
populacja pierwotng, ktéra pozostaje wrazliwa na dezynfektant 1 zostaje stopniowo wyparta

ze Srodowiska. Odporno$¢ fenotypowa zwigzana jest rowniez z wytwarzaniem dodatkowych
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barier ochronnych jak lipidy, ktore maja uszczelnia¢ btong cytoplazmatyczng. Odpornos¢
naturalna moze wynika¢ z wrodzonych cech jak np. brak receptora dla okreslonego zwigzku
lub zdolnos¢ do dezaktywacji substancji biobojczej. Odporno$¢ uwarunkowana genetycznie
wynika ze zdolnos$ci bakterii do przyjecia przez komorke fragmentu materialu genetycznego
chromosomowego lub cytoplazmatycznego odpowiedzialnego za dang ceche odpornosci.
Ostatnia z odpornosci dotyczy zwigzkow o podobnej strukturze chemicznej lub tez
nalezacych do jednej grupy substancji. Wraz z wystgpieniem opornosci na jeden
dezynfektant wystepuje obnizenie wrazliwosci na kolejne pochodzace z tej samej grupy

zwigzkéw chemicznych [38].

2.4. Aspekty ochrony przeciwdrobnoustrojowej w przemysle kosmetycznym
2.4.1 Konserwanty

Drobnoustroje maja szkodliwy wptyw na produkty kosmetyczne, spozywcze, czy
farmaceutyczne doprowadzajac w konsekwencji do ich rozktadu, obnizenia jako$ci
produktu, przez co powoduja utrate ich wiasciwosci i tym samym przydatnosci. Aby
zapobiega¢ temu zjawisku do produktow dodaje si¢ substancje konserwujace, czyli
hamujace rozwd¢j zarowno grzybow jak i1 bakterii. Konserwanty zapobiegaja degradacji
produktu wynikajacej z fermentacji podczas uzytkowania a takze przyczyniaja si¢ do
przedhuzenia trwatosci produktu. Najczeséciej stosowanymi konserwantami w przemysle
kosmetycznym sg substancje z grupy kwasow organicznych i ich pochodnych, aldehydow,
alkoholi, fenoli, polifenoli, sole amin czwartorzgdowych czy organiczne zwigzki
zawierajace rte¢. Konserwanty oddziatywuja na komorki podobnie jak dezynfektanty
chemiczne, niszczacC ostony komorkowe i powodujac apoptoze lub tez zmieniajac warunki
srodowiska np. poprzez zmian¢ PpH,wywotujac niekorzystne warunki dla rozwoju
mikroflory [37]. Ponadto poszukuje si¢ substancji wielofunkcyjnych, ktore beda petnic
jednoczes$nie role substancji aktywnej 1 konserwantu. Ochrona kosmetykow przed
drobnoustrojami opiera si¢ tez na Scistej kontroli poszczeg6dlnych sktadnikow formulacji w

tym kontrola aktywnos$ci wody [58].

2.4.2 Aspekty prawne zwigzane z bezpieczenstwem kosmetykow

Organ doradczy Komisji Europejskiej jakim jest Europejski Komitet Naukowy ds.
Bezpieczenstwa Kosmetykow (SCCS) odpowiada za opracowanie metod badania

bezpieczenstwa kosmetykow na podstawie ich poszczegolnych sktadnikow. SCCS w swoich
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wytycznych zawiera informacje o warunkach, ktore dany produkt musi spelni¢ przed
wprowadzeniem na rynek. Znalezé mozna w nim sformutowane wymagania w sprawie
oceny ekspozycji czy badan toksykologicznych sktadnikow kosmetykow [59]. Na tej
podstawie powstato Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego 1 Rady (WE) nr 1223/2009
z dnia 30 listopada 2009 r. wraz z pdzniejszymi zmianami dotyczace produktow
kosmetycznych. Zawiera ono szereg wymogow, ktore producent musi dodatkowo spetnic
przed wprowadzeniem na rynek. Zaliczy¢ mozna do nich koniecznos$¢ sledzenia produktow
w tancuchu dostaw, czy prowadzenie produkcji zgodnie z zalozeniami Dobrej Praktyki
Produkcji, ktore formalizuje osobna norma dla przemystu kosmetycznego: PN-EN 1SO
22716:2009 Kosmetyki - Dobre Praktyki Produkcji (GMP) - Przewodnik Dobrych Praktyk
Produkcji. Wprowadzenie zasad GMP powinno zabezpieczy¢ produkty kosmetyczne przed
skazeniem mikrobiologicznym na etapie ich produkcji, a dodatek konserwantow powinien
zabezpieczy¢ produkty w trakcie ich uzytkowania. Najwazniejszym zroédtem informacji o
dopuszczalnych srodkach konserwujacych jest zatacznik V do Rozporzadzenia 1223/2009.
Zawarty jest w nim wykaz dozwolonych substancji w produktach kosmetycznych. Znalez¢
tam mozna informacje o konkretnych substancjach i dopuszczalnych stgzeniach

procentowych w produktach o sprecyzowanym zastosowaniu [60].

Zagadnienie  bezpieczenstwa mikrobiologicznego jest szeroko  opisane
specjalistycznych normach. Obejmuja one ocene czystosci mikrobiologicznej (PN-EN ISO
16212:2011, PN-EN ISO 18416:2009, PN-EN ISO 21149:2009, PN-EN 1SO 21150:2010,—-
PN-EN ISO 22717:2010, PN-EN ISO 22718:2010), testy skutecznos$ci i oceng skutecznosci
zakonserwowania (PN-EN 1SO 11930:2012) i.in. Kolejnym unormowaniem prawnym jest
ocena jakosci mikrobiologicznej opisana w normie PN-EN ISO 17516:2014 , Kosmetyki -
Mikrobiologia - Limity mikrobiologiczne”. Kryteria czystoSci mikrobiologicznej
kosmetykow opisane sg takze w Rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z 23 grudnia 2002r. Dz.
U. nr 9, poz. 107 ,,W sprawie okreslenia procedur pobierania prob kosmetykow oraz
procedur przeprowadzania badan laboratoryjnych” i obejmuje mikroorganizmy z gatunkow
P. aeruginosa, S. aureus i C. albicans a norma PN-EN ISO 17516: 2014 obejmuje
dodatkowo bakterie z gatunku E. coli [37].

2.4.3 Testy konserwacji produktow kosmetycznych

Jak juz wspomniatam wcze$niej jednym z wymogéw jakie naktada na producentéw

Rozporzadzenie 1223/2009 jest obowigzek sporzadzenia raportu bezpieczenstwa produktu.
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Kluczowym elementem tego dokumentu jest jako$¢ mikrobiologiczna kosmetyku

obejmujgca test pod szczegdlnym obcigzeniem — test konserwacji.

Tab. 5 Zestawienie drobnoustrojéw wykorzystywanych w testach konserwacji wraz z czasem prowadzenia eksperymentu
i kryteriami akceptacji [61] Legenda: (*)- testu nie prowadzi sie w danym dniu, (-) — brak wzrostu mikroorganizmow.

c Log redukcji wzrostu mikroorganizmow A-B
zas
Metoda Mikroorganizm et 2 7 14 21 28 35 42
estu
dni dni dni dni dni dni | dni
E. coli
paengnosa | | o e o] e
. aeruginosa -
g dni &) &) >3
Farmakopealna S. aureus
C. albicans 14-28 *) *) >2- *) 0 * *
A. brasiliensis dni >1
E. gergoviae
E. coli
Klebsiella
pneumoniae
Kocuria
rhizophila 6 *) >4- | 24- | >4- | >4- | >4- | >4-
P. aeruginosa | tygodni >3 >3 >3 >3 >3 >3
Pseudomonas
KoKo Shiilke
fluorescens
Pseudomonas
putida
S. aureus
C. albicans
A. brasiliensis 6 *) >3- | >3- | >3- | 23- | >3- | >3-
Talaromyces tygodni >2 >2 >2 >2 >2 | =2
pinophilus
E. coli
5 _ 7-28 *) >3- | >3- *) >3- * *)
. aeruginosa
J dni ® | =3 >3
S. aureus
PN-EN ISO
11930:2012 C. albi T I Il el I Bl P s
: . albicans
dni &) >1 >1
e 14-28 >0- >1-
A. brasiliensis ] ™| ™ ™ ™| ™
dni >0 >0
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Taki test ma na celu potwierdzi¢, ze zastosowane konserwanty dostatecznie
zabezpieczaja kosmetyk przed rozwojem szkodliwej mikroflory a takze chronig przed
wtornym zakazeniem. Metodyka przeprowadzania testow konserwacji dostgpna jest w
trzech podstawowych wariantach: Metodzie Farmakopealnej, Metodzie KoKo Shiilke Test
oraz wg. wczesniej wspomnianej normy PN-EN 1SO 11930:2012. Testy przeprowadza si¢
na etapie badawczo-wdrozeniowym, a takze w trakcie produkcji. Sam test polega na
zaszczepieniu odpowiednimi szczepami drobnoustrojow kosmetyku 1 inkubacji we
wlasciwych warunkach a nastgpnie ocenia si¢ na podstawie posiewOw stopien redukcji
mikroorganizmow (Tabela 5). Zastosowana metodologia badan pomig¢dzy testami rdzni si¢
sposobem wprowadzenia zanieczyszczenia do probki a takze czasem inkubacji probki przed
dokoniem posiewoéw i odczytaniem wyniku. Wszystkie te testy weryfikuja wlasciwosci
zastosowanych $rodkow konserwujacych. Metody te przewiduja dwa kryteria A i B.
Pierwsze kryterium wyraza zalecang skutecznos$¢ do osiggnigcia. Gdy kryterium to nie moze
by¢ spelnione w uzasadnionych przypadkach, np. ze wzgledu na mozliwe dzialania
niepozadane, nalezy spetni¢ nie tak restrykcyjne kryterium B. Dobdr odpowiedniego testu
zalezy przede wszystkim od wilasciwosci produktu, sktadu i procesu technologicznego, w

ktoérym powstaje [61].

2.4.4. Mikroorganizmy w testach konserwacji kosmetykow

Poszczegdlne metody prowadzenia testow konserwacji obejmuja mikroorganizmy z
domeny bakterii, klasy drozdzakow (Sacharomycetes) i rz¢du kropidlakowcow (Eurotiales).
Test KoKo Shiilke obejmuje najszersza grupe mikroorganizméw (11 gatunkéw) podczas
gdy dwie pozostate metody obejmujg jedynie pie¢ gatunkdéw. Skoncentruje si¢ na opisaniu
gatunkow mikroorganizméw, ktore nie zostaly wczeéniej opisane w podrozdziale 2.3.4.
Bakterie wymagane w metodzie KoKo Shiilke Test sa patogenami oportunistycznymi z
wylaczeniem P. fluorescens i T. pinophilus. Bytuja one w glebie i wodzie (E. gergoviae, P.
fluorescens, P. putida i T. pinophilus) a takze zwigzane sa z fizjologiczng flora cztowieka
(K. aerogenes, K. rhizophila) (Tabela 6) [62—67].
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Tab. 6 Charakterystyka mikroorganizmow wykorzystywanych w tescie konserwacji KoKo Shiilke [62-67].

Barwienie Ksztatt _ )
Nazwa Ruchliwo$é Warunki tlenowe
metodg Grama
Mikroorganizmy bakteryjne
E. gergoviae ) ruchliwe, warunkowo
G- pateczki '
orzgsione beztlenowe
K. aerogenes ) . . warunkowo
G- pateczki ruchliwe, wi¢
beztlenowe
K. rhizophila o ) ) bezwzglednie
G+ ziarniaki nieruchliwe
tlenowe
P. fluorescens . ruchliwe, bezwzglednie
G- pateczki .
orzesione tlenowe
P. putida . ruchliwe,
G- pateczki . tlenowe
orzesione

Mikroorganizmy grzybowe

T. pinophilus ) ) ) tlenowe i
nie dotyczy pedzlaki nie dotyczy
beztlenowe

Cechg charakterystyczng E. gergoviae nazywanej rowniez Pluralibacter gergoviae
jest wytwarzanie esterazy, ktoéra daje im odporno$¢ na parabeny — czgsto stosowane
konserwanty. Bakteria ta jest jedng z najczesciej spotykanych w kosmetykach, ktore byty w
ten sposob konserwowane [68]. K. aerogenes byta znana wczeéniej pod nazwa Enterobacter
aerogenes, w procesach fermentacyjnych jest w stanie przeksztalca¢ wiele roznych rodzajow
cukrow [64]. Bakteria ta posiada duze zdolno$ci adaptacyjne i wykazuje si¢ duzg
lekoopornoscig [69]. K. rhizophila nazywana wcze$niej Micrococcus luteus jest bakterig
halofilng [66]. Wchodzi w sktad flory bakteryjnej skory i jamy ustnej cztowieka. Mimo,
tego bakterie te sa powigzane z infekcjami ukladu moczowego, zapaleniem woreczka
z6kciowego, zapaleniem rogoéwki i.in. [70]. Nazwa P. fluorescens wywodzi si¢ od zielonego
barwnika, ktory wytwarzajg te bakterie — fluoresceiny. Niektore szczepy zdolne sg do
przeprowadzania procesow denitryfikacji. Ponadto u potowy pacjentéw cierpiacych na
chorobe Crohna wykryto w surowicy przeciwciata wobec antygenu 12 kodowanego przez P.
fluorescens. Jednakze do tej pory nie wyjasniono roli tej bakterii w przebiegu tej choroby
[71]. Bakterie z gatunku P. putida sg zdolne bytowa¢ w szerokich zakresach pH i temperatur

[62] a wigkszos¢ szczepow bytuje tylko w warunkach tlenowych [72]. Bakterie te moga
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wykorzystywa¢ rézne zrodta wegla oraz przetrwa¢ w obecno$ci substancji toksycznych,
dlatego tez znalazty one zastosowanie w bioremediacji. Ponadto bakterie te wykorzystywane
sa biotechnologicznie w syntezie biopolimeréow i innych zwigzkéw chemicznych [62].
T. pinophilus wcze$niej znany pod nazwag Penicillium pinophilum jest mikroorganizmem
saprofitycznym [67]. Jest zdolny do wytwarzania enzymow redukujacych biomase np.
celulazg, o-galaktozydaze czy endoglukanaze [73]. Ponadto wytwarza on szereg
uzytecznych medycznie metabolitow jak np. 3-O-metylofunikon o dziataniu
przeciwnowotworowym [74] czy talaromikrolidy, ktére hamuja wzrost opornej na

metycyling S. aureus [75].

2.4.5. Inne mikroorganizmy zwigzane z przemystem kosmetycznym

Tak jak wspomnialam w rozdziatach 2.4.1 i 2.4.3, do zakazenia produktow
kosmetycznych moze dochodzi¢ podczas ich uzytkowania co moze wigza¢ si¢ z utratg
przydatnosci a takze moze stanowic¢ realne zagrozenie dla uzytkownika. Wptyw na skazenie
produktu ma jego formulacja, w tym stosowane konserwanty a takze opakowanie,
przechowywanie, liczba uzytkownikow oraz czas uzytkowania. W kosmetykach wtornie
zakazonych bytuja mikroorganizmy réznych gatunkéw. Mimo rdéznych metodologii
oceniajacych efektywno$¢ konserwantoéw, w kosmetykach nadal s3a znajdowane
mikroorganizmy, ktore te testy obejmujg np. S. aureus w balsamach do rgk i ciata [37]. Wiele
z mikroorganizméw znajdywanych we wtornie zakazonych kosmetykach nie jest ujeta w
testach konserwacji, dlatego tez efektywno$¢ konserwantu pod ich wzgledem nie jest
analizowana. Na potrzeby niniejszej pracy omowie¢ niektore gatunki, ktorych obecno$é

potwierdzono w kosmetykach (Tabela 7).

Bacillus cereus, jest bakteria wytwarzajaca przetrwalniki, ktore sa odporne na
dziatanie ekstremalnych warunkow s$rodowiskowych jak wysoka temperatura, niska
temperatura, suszenie czy dzialanie promieni gamma, co sprawia, ze sg one w stanie
przetrwaé sterylizacje produktow spozywczych. Bakterie z tego gatunku produkujg -
laktamazy, przez co sa odporne na antybiotyki p-laktamowe [42]. Wystepuja najczesciej w
produktach kosmetycznych stuzacych do pielggnacji i makijazu oczu [76,77]. B. cepacia
znana rowniez pod nazwag Pseudomonas cepacia sg kompleksami bakterii
nieprzetrwalnikujacych, ktére sg do siebie fenotypowo podobne i dlatego tez nie wydziela
si¢ ich poszczegolnych gatunkow [78]. Bakterie te maja stosunkowo niewielkie wymagania

odzywcze, wykorzystuja rézne zrodta wegla, dzieki czemu sg w stanie rozklada¢ zwiazki,
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ktore nie sg tatwo degradowane [79]. W badaniach nad mikroorganizmami bytujagcymi w
skazonych na drodze uzytkowania kosmetykach zostata znaleziona m.in. w produktach do
demakijazu, ptynach do kapieli, ptynach do higieny jamy ustnej oraz peelingach [80].
K. pneumoniae nie wytwarza przetrwalnikow, charakteryzuje je fenotyp $luzowaty ze
wzgledu na obecno$¢ polisacharydowej otoczki na btonie komodrkowej [81,82].
Charakteryzuja je specyficzne struktury powierzchniowe, ktore chronig je przed czynnikami
zewngtrznymi a takze fagocytozg [83]. Bakteria ta tatwo nabiera lekopornosci a dzigki
obecno$ci plazmidow moze jg rozprzestrzenia¢ wsrdd innych mikroorganizméow [83]. W
badaniach nad mikroorganizmami bytujacymi w skazonych na drodze uzytkowania
kosmetykach zostata znaleziona m.in. w zelach pod prysznic, szamponach, czy produktach
do higieny jamy ustnej [80]. S. epidermidis to bakterie halofilne, ktére podobnie jak
S. aureus sg zdolne do wytworzenia biofilmu co znaczaco utrudnia leczenie zakazen i
poprawia lekoodpornos¢ [84]. W badaniach nad mikroorganizmami bytujacymi w
skazonych na drodze uzytkowania kosmetykach zostata znaleziona m.in. w ptynie do kapieli

i szamponie [85].

Tab. 7 Charakterystyka mikroorganizmow odpowiedzialnych za zakazenie wtérne kosmetykow

Barwienie .
] Warunki )
Nazwa metoda Ksztatt Ruchliwos$¢ Wystgpowanie Patogennos¢
tlenowe
Grama
Mikroorganizmy bakteryjne
) . ruchliwe, wzglednie
Bacillus cereus G+ laseczki ) gleba warunkowa
orzesione beztlenowe
Burkholderia ) ruchliwe, wilgotne .
] G- pateczki ) tlenowe ) oportunistyczna
cepacia wié otoczenie
. gleba, L
Klebsiella ) . . warunkowo . hiperwirulentna/
. G- pateczki nieruchliwe mikroflora .
pneumoniae beztlenowe ] oportunistyczna
cztowieka
Staphylococcus o ruchliwe, | warunkowo mikroflora ]
. o G+ Ziarniaki ) ) oportunistyczna
epidermidis orzesione beztlenowe cztowieka
Mikroorganizmy grzybowe
Candida nie jednokomoérkowe, . tlenowe i mikroflora .
o nie dotyczy ) oportunistyczna
parapsilosis dotyczy bezotoczkowe beztlenowe cztowieka
Aspergillus nie ) ) ) tlenowe i )
. kropidlaki nie dotyczy gleba oportunistyczna
fumigatus dotyczy beztlenowe

C. parapsilosis to gatunek grzybow nalezacy do rzedu drozdzakowcow, ich komorki

sa owalne, okragte lub cylindryczne. W hodowli na podtozu stalym kolonie sg biate,
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kremowe, btyszczace i gladkie. C. parapsilosis nie wytwarza strzepek, mozna je spotka¢ w
formie drozdzakowej lub pseudostrzepkowej [86]. Znaczaca czgs¢ szczepow tego gatunku
wytworzyta odporno$¢ na te leki i nowe terapie sg wcigz poszukiwane [87]. W badaniach
nad mikroorganizmami bytujacymi w skazonych na drodze uzytkowania kosmetykach
zostal znaleziony m.in. w kremach [88,89] czy w tuszu do rz¢s [90]. A. fumigatus to gatunek
grzybdw nalezacy do rzgdu kropidlakowcow, jest gatunkiem kosmopolitycznym i wytwarza
szarg plesn. Jest on saprofitem, zyjacym wegetatywnie w glebie a takze na rozktadajacych
si¢ materiatach organicznych [91]. W badaniach nad mikroorganizmami bytujgcymi w
skazonych na drodze uzytkowania kosmetykach zostat znaleziony w tuszu do rzgs [92] czy

pudrach kosmetycznych [93].
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3. Cel pracy

Nowe syntetyczne zwigzki zapachowe moga zosta¢ wykorzystane w wielu galeziach
przemyshu jako sktadniki kompozycji zapachowych. Dodatkowg zaleta wielu z nich jest
wykazywanie aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej. Poszukiwanie nowych alternatyw dla
antybiotykow, dezynfektantow 1 konserwantéw jest wazng cze$cig badan
mikrobiologicznych. Wynika to z faktu, iz wiele drobnoustrojow wytwarza nowe
mechanizmy odpornosciowe, ktore niestety ulegaja szybkiemu rozprzestrzenieniu si¢. Na
calym $wiecie mamy wiec do czynienia ze wzrostem lekoopornosci mikroorganizmow
patogennych. Wiele chorob takich jak chociazby gruzlica czy zapalenie ptuc staja si¢ coraz
trudniejsze do wyleczenia. Podobny problem dotyczy zagadnien dezynfekcji w réznych
obszarach przemystu, czy zabezpieczenia m.in. produktow kosmetycznych przed

mikroorganizmami.

Celem niniejszej pracy byla synteza nieopisanych dotad w literaturze eterow
oksymodw o potencjale zapachowym 1 weryfikacja ich aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowe;j
wobec szczepow patogennych objetych normami obejmujacymi badania skutecznosci
srodkow do dezynfekcji i konserwantéw stosowanych w produkcji kosmetykow, jak

réwniez mikroorganizmow odpowiedzialnych za wtoérne zakazenia kosmetykow.

W pierwszej czesci skoncentrowatam si¢ na syntezie pochodnych aldehydu
cynamonowego, aldehydu benzoesowego, jononu, cytralu, p-mentanu a takze zwigzkoéw
karbonylowych o uktadach bicyklicznych i jasmonu. W tym celu wykorzystalam halogenki
alkilowe o prostych tancuchach alifatycznych. W drugiej czgéci badan skupitam si¢ na
analizie przeciwdrobnoustrojowej wobec dziewigtnastu szczepdéw. Do badan wiaczytam

rowniez substraty czyli zwigzki karbonylowe 1 ich oksymy.

Uzupetniajagcymi celami niniejszej pracy doktorskiej bylo przeprowadzenie
poréwnawczej charakterystyki zapachowej wybranych eterow oksymow, dokonanej we
wspotpracy z prof. Jozefem Kulg z Zespolu Chemii Bioorganicznej i Surowcow
Kosmetycznych Politechniki Lodzkiej a takze grupa perfumiarek Panig Monika Kaleta oraz
Agnieszka Pienkosz-Zagan z firmy FSZ “Pollena-Aroma” Sp. z 0.0.
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4. Badania wlasne

4.1 Synteza eterow oksymow
4.1.1 Krotka charakterystyka substratow

Do reakcji syntezy eterow oksymdéw wykorzystalam przygotowane wczesniej w

zespole oksymy 1-18 (Rysunek 3).
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Rys. 3 Wzory oksymow wykorzystanych w reakcji O-alkilowania
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Metody pozyskiwania oksymow oraz charakterystyka wybranych oksymoéw jest
dostepna w literaturze [29]. Byly to oksymy: o—amylocynamaldehydu 19, o—
heksylocynamaldehydu 20, p—tolualdehydu 21, m—tolualdehydu 22, o—tolualdehydu 23, p—
aldehydu anyzowego 24, m-aldehydu anyzowego 25, o-aldehydu anyzowego 26, o—
izometylojononu 27, safranalu 28, (1R)—(-)-myrtenalu 29, pB—cyklocytralu 30, (+)-
dihydrokarwonu 31, (1S)—(-)-werbenonu 32, dihydrojasmonu 33, (S)—(—)—perylaldehydu
34, piperytonu 35 i cis-jasmonu 36 (Rysunek 4).
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Rys. 4 Wzory zwigzkdw karbonylowych bedqcych substratami oksymow
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Substancje te sa powszechnie znane pod wzgledem ich wlasciwosci zapachowych.
Aldehydy anyzowe (22-24) wystepuja w wielu olejkach eterycznych. Charakteryzujg si¢
zapachem zblizonym do mimozy, gltogu. Aldehyd p-anyzowy 24 tatwo utlenia si¢ pod
wpltywem powietrza do kwasu anyzowego. Substancja ta stosowana jest w kompozycjach
zapachowych stodkich kwiatéw oraz w kompozycjach smakowych do wyrobow
cukierniczych czy napoi. Natomiast w kosmetykach peini funkcje filtra stonecznego. o—
amylocynamaldehyd 19 jest gtownym aromatem pochodzgcym z czarnej herbaty, jest
stosunkowo niestabilny. Jest popularng substancjg stosowang w kompozycji zapachow
jasminowych. Jest odporny w warunkach zasadowych dzieki czemu moze by¢ stosowany do
aromatyzowania mydet. Kolejng substancja z grupy nut jasminowych jest dihydrojasmon
33, ktory aromatem przypomina wystgpujacy w naturze cis-jasmon 36. Wykorzystuje si¢ go
w kompozycjach ogdlnokwiatowych czy owocowych. Jego naturalny odpowiednik moze
by¢ wyizolowany z kwiatow jasminu jako gléwny skladnik absolutu jasminowego. Ze
wzgledu na podobne wilasciwosci zapachowe jest wykorzystywany do podobnych
kompozycji zapachowych jak dihydrojasmon. o—Heksylocynamaldehyd 20 podobnie jak
jego o—amylowy homolog tatwo ulega utlenianiu i jest stabilny w warunkach alkalicznych.
Jego nuta zapachowa jest ziotowo-jasminowa jest wykorzystywany w kompozycjach o
zapachu gardenii [94]. Tolualdehydy (21-23) sa substancjami o zapachu owocowym
przypominajacym wisni¢ wystgpuja naturalnie m.in. orzechach makadamia czy papai.
Stosowane sa do aromatyzowania produktow kosmetycznych i spozywczych [95]. Safranal
28 jest glownym sktadnikiem olejku z szafranu uprawnego. Zwigzek ten odpowiada za jego
charakterystyczny zapach, kojarzony jest roOwniez z zapachem tytoniu, rozmarynu czy
kamforowym. Stosowany jest jako substancja aromatyczna w przemysle kosmetycznym 1i
spozywczym. Ponadto znany jest ze swoich potencjalnych wiasciwosci terapeutycznych.
Wykazuje si¢ wilasciwosciami: przeciwzapalnymi przeciwdrobnoustrojowymi, przeciw
niedokrwieniu, przeciw nadci$nieniowymi, antytoksycznymi a przede wszystkim szerokim
oddzialywaniu na o$rodkowy uktad nerwowy [96]. o—lzometylojonon 27 natomiast
charakteryzuje si¢ zapachem fiotkow i irysow, dzigki swojej kwiatowej nucie znajduje
szerokie zastosowanie w przemysle kosmetycznym. Jednakze jest on jednym z alergenow,
ktore moga powodowaé wyprysk kontaktowy [97]. (1R)-(—)-myrtenal 29 jest substancja
zapachowa wystepujaca w olejkach eterycznych z rozmarynu, kminu rzymskiego czy
hyzopu lekarskiego. Charakteryzuje si¢ nutami przyprawowymi, mi¢towymi i bobu tonka.
Podejrzewany jest o wlasciwosci ochronne w procesie neurodegeneracyjnym czy

antyoksydacyjne [98]. B-cyklocytral 30 powstaje w procesie utleniania [-karotenu,
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charakteryzuje si¢ zapachem przyprawowo kwiatowym, przypominajagcym nieco siano.
Znajduje zastosowanie w przemysle kosmetycznym i spozywczym. W roslinach pehni
funkcje¢ sygnalizatora stresu a takze bierze udzial w komunikacji wewnatrzgatunkowej 1
mi¢dzygatunkowej [99]. (+)-dihydrokarwon 31 jest zwigzkiem monoterpenoidowym
wystepujacym w znaczacych ilosciach w olejku kminkowym. Pelni funkcje kluczowego
budulca w syntezie seskwiterpenow. Charakteryzuje si¢ zapachem ziolowo-mig¢towym i
stosowany jest glownie w przemysle spozywczym [100]. (1S)-(-)-Werbenon 32
charakteryzuje si¢ zapachem kamforowo, mictowo selerowym [16]. Jest sktadowa olejku
eterycznego z rozmarynu a takze jednym z feromonéw kornikowatych [101]. S-(—)-Aldehyd
perylowy 34 charakteryzuje si¢ zapachem drzewnym, przyprawowym, lekko cytrusowym.
Znajduje zastosowanie w przemysle kosmetycznym i spozywczym. W §ladowych ilo§ciach
wystepuje w wielu roznych olejkach eterycznych, w ilosci ok. 2% wystepuje w olejku z
nasion czarnego kminu. Piperyton 35 charakteryzuje si¢ zapachem ziotowo-migtowym.
Stanowi nawet potowe iranskiego olejku eterycznego pozyskiwanego z bylicy pustynnej
(Artemisia deserti krasch.) [16]. Petni on funkcj¢ inhibitora jednego z owadzich feromonow

[102] a takze naturalnego insektycydu wobec ¢my tropikalnej [103].

4.1.2. Reakcja O-alkilowania

Mechanizm reakcji zostat opisany w podrozdziale 2.2.2. Reakcje prowadzitam w

polarnym rozpuszczalniku DMSO w obecnosci wodorku sodu (I).

Schemat 4 Ogdiny schemat O-alkilowania halogenkami alkilowymi
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W reakeji wykorzystalam osiem halogenkéw alkilowych: jodek metylu, jodek etylu,
jodek n-propylu, bromek allilu, bromek propargilu, bromek n-butylu, bromek n-amylu oraz
bromek izoamylu (Schemat 4). Skoncentrowatam si¢ na syntezie eterowych pochodnych

nieopisanych dotad w literaturze.

4.1.3. Czeg$¢ doswiadczalna

4.1.3.1. Materialy i metody

Rozpuszczalniki 1 reagenty pochodzity z firm: Merck, TCI, ACROS, Alfa Aesar,
Fluorochem, Avantor Performance Materials Poland i Honeywell. Rozpuszczalniki byty

stosowane bez uprzedniego oczyszczania i osuszania.

Przebieg reakcji chemicznych jak i czystos¢ uzyskanych produktow kontrolowatam
przy pomocy chromatografii gazowej (GC) na aparacie GC-2010 Plus firmy Shimadzu,
wyposazonego w detektor ptomieniowo-jonizacyjny (FID). Do wykonania analizy
stosowatam kolumng¢ kapilarng pochodzaca z firmy Zebron ZB-5 (faza stacjonarna 5%-
difenylo-95%-dimetylopolisiloksan), ktorej wymiary wynosity 30 m x 0.25 mm ID o
grubosci 0.25 pm. Do przeprowadzonych badan uzylam programu o nastgpujacych
ustawieniach temperaturowych: 40°C (0 min), 10°C/min, 250°C (0 min). Zastosowatam
dozownik typu split i wspotczynnik podziatu30:1. Przeptyw poszczegodlnych gazow
wynosil: N2 30 ml/min, H2 30 ml/min, powietrza 300 ml/min, a temperatura detektora
siggata 250°C. Przeptyw gazu przez kolumne¢ wynosit 1.5 ml/min, a przeptyw catkowity 49,5

ml/min.

Zwiazki oczyszczatam przy uzyciu destylacji frakcyjnej a takze chromatografii typu
Flash. Do tego celu wykorzystatam aparat CombiFlash® Rf+ Lumen pochodzacy z firmy
Teledyne ISCO. Zastosowalam kolumng¢ typu RediSep Rf Gold Normal Phase Silica, 24
gramy HP Silica z firmy Teledyne ISCO. Predkos¢ przeptywu: 35 ml/min, rozpuszczalnik
A: heksan, rozpuszczalnik B: octan etylu, detekcja UV: dlugosc¢ fali (czerwona): 254 nm,

dhugos¢ fali (fioletowa): 280 nm, detekcja ELSD: temperatura sprayu: 30°C, temperatura
przeptywu: 60°C.

Analizy HRMS wykonywane byly w Centralnym Laboratorium Badan
Analitycznych i Instrumentalnych na wysokorozdzielczym spektrometrze masowym
WATERS LCT Premier XE.
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Widma magnetycznego rezonansu jadrowego 1H, 13C, DEPT, COSY, HMQC
wykonywane byly na aparacie Brucker Avance™ DRX 400 MHz.

4.1.3.2. Ogo6lna procedura reakcji O-alkilowania oksymoéw

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 250 mL umiescitam 60 mL DMSO, w ktérym
rozpuscitam 5g oksymu 1-18, nastepnie dodatam wodorku sodu (I) (nadmiar 1.5 molowy).
Reakcje prowadzitam przez 2 godziny na mieszadle magnetycznym. Nastepnie dodawatam
odpowiednich halogenkéw alkilowych (nadmiar 1.5 molowy) i prowadzitam reakcje przez
min. kolejne 2 godziny. Postep reakcji kontrolowatam przy pomocy GC. Po catkowitym
przereagowaniu substratu mieszaning poreakcyjng zalewatam ok. 30 mL wody w celu
neutralizacji pozostatego NaH. Nast¢pnie prowadzilam ekstrakcj¢ heksanem (3x 20 mL).
Pozostalg frakcj¢ organiczng osuszatam nad bezwodnym siarczanem sodu (VI). Nastepnie
rozpuszczalnik odparowywatam na wyparce rotacyjnej otrzymujac surowe produkty.
Surowe produkty nastepnie oczyszczatam technika frakcyjnej destylacji préozniowej. W
przypadku nie uzyskania zadowalajacych czystosci (powyzej 90%) prowadzitam dalsze

oczyszczanie produktow na chromatografie typu Flash.

4.1.4. Wyniki
4.1.4.1 Pochodne oksymu p-aldehydu anyzowego 6
4.1.4.1.1 Eter O-propylowy oksymu 4-metoksybenzaldehydu

Czystosé: Wydajnos$é:
S M IHNMR (4(?(2)3 Mis, CDCI3, 5 ) i
N MHz, CDCI3, 9, ppm
= \O/\m/ 58.02 (s, 1H przy C7), 7.55 - 7.47 (m, 2H przy C2 i C6), 7.03 - 6.83
1 (m, 2H przy C3i C5), 4.09 (t, J = 6.7 Hz, 2H przy C9), 3.90 — 3.78
6 2 (m, 3H przy C8), 1.86 — 1.64 (m, 3H przy C10), 1.04-0.91 (m, 3H
przy C11).
5 3
4 13C NMR (100 MHz, CDCI3, 8, ppm)
O\ 6 160.93 C4, 148.02 C7, 128.53 C2i C6, 125.16 C1, 114.22 C3 i C5,
8 75.82 C9, 55.54 C8, 22.49 C10, 10.46 C11.
37 HRMS ESI+

m/z [C11H1sNO2] obliczona 194.1181, znaleziono 194.1182.
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4.1.4.1.2 Eter O-butylowy oksymu 4-metoksybenzaldehydu

Czystosc: Wydajnosé:
99.40% 27.71%
N 1H NMR (400 MHz, CDCI3, 5, ppr(n) |
- 5 8.02 (s, 1H przy C7), 7.55 - 7.46 (m, 2H przy C2 i C6), 6.92 — 6.84
"~ O/\10/\12 (m, 2H przy C3i C5), 4.13 (t, J = 6.7 Hz, 2H przy C9), 3.81 (s, 3H
1 przy C8), 1.74 — 1.62 (m, 2H przy C10), 1.49 — 1.35 (m, 2H przy C11),
6 2 0.94 (t, J = 7.4 Hz, 3H przy C12).
° f 3 13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)
o §160.89 C4, 147.95 C7, 128.48 C2 i C6, 125.24 C1, 114.21 C3 i C5,
g 74.02 C9, 55.41 C8, 31.31 C10, 19.24 C11, 14.03 C12.
38

HRMS ESI+
m/z [C12H17NO2] obliczona 208.1338, znaleziono 208.1335.

4.1.4.1.3 Eter O-amylowy oksymu 4-metoksybenzaldehydu
Czystosc¢: Wydajnos¢:
98.00% 52.05%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 6, ppm)
N. M1\/13 5 8.02 (s, 1H przy C7), 7.55 — 7.44 (m, 2H przy C2 i C6), 6.92 — 6.84
7~ "0 (m, 2H przy C3 i C5), 4.13 (t, J = 6.8 Hz, 2H przy C9), 3.81 (s, 3H

1 0 12 przy C8), 1.61-1.51 (m, 2H przy C10), 1.45 — 1.28 (M, 4H przy C11 i
6 2 C12), 0.96 — 0.85 (m, 3H przy C13).
5 3 13C NMR (100 MHz, CDCI3, §, ppm)
4 5 160.96 C4, 148.03 C7, 132.10, 128.57 C2 i C6, 125.12 C1, 114.41
_0 C3iC5, 74.36 C9, 55.41 C8, 28.91 C10, 28.20 C11, 22.62 C12, 14.13
8 39 C13.

HRMS ESI+
m/z [C13H1sNO-] obliczona 222.1494, znaleziono 222.1494.

4.1.4.1.4 Eter O-izoamylowy oksymu 4-metoksybenzaldehydu
Czystosc¢: Wydajnos¢:
13 93.49% 63.11%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 6, ppm)

N. 2 " §8.01 (s, 1H przy C7), 7.55 — 7.47 (m, 2H przy C2 i C6), 6.96 — 6.84

"~ "0 (m, 2H przy C3 i C5), 4.17 (t, J = 6.9 Hz, 2H przy C9), 3.81 (s, 3H

1 10 12 57y C8),2.25 (5, 0H), 1.81 — 1.63 (m, 1H przy C11), 1.60 (q, J = 6.9

6 2 Hz, 2H przy C10), 0.93 (d, J = 6.6 Hz, 6H przy C12 i C13).

5 3 13C NMR (100 MHz, CDCI3, 8, ppm)
4 §160.89 C4, 147.95 C7, 128.48 C2i C6, 125.22 C1, 114.21 C3i C5,
0] 75.82 C9, 55.42 C8, 37.96 C10, 25.16 C11, 22.77 C12 i C13.
8 HRMS ESI+
40 m/z [C1sH1sNO2] obliczona 222.1494, znaleziono 222.1496.
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4.1.4.2 Pochodne oksymu m-aldehydu anyzowego 7

4.1.4.2.1 Eter O-propylowy oksymu 3-metoksybenzaldehydu
Czystosé: Wydajnos¢:
96.74% 43.02%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, o, ppm)

N 1 5 8.04 (s, 1H przy C7), 7.36 — 7.07 (m, 2H przy C2 i C6), 6.92 — 6.88
72007 (m, 2H C3i C5), 4.12 (t, J = 6.7 Hz, 2H przy C9), 3.82 (s, 3H przy
1 10 C8), 1.81 — 1.66 (m, 2H przy C10), 0.97 (t, J = 7.4 Hz, 3H przy C11).

6 2

13C NMR (100 MHz, CDCI3, §, ppm)
§159.87 C3, 148.26 C7, 133.90 C1, 129.76 C5, 120.14 C6, 116.13 C4,
4 111.12 C2, 76.03 C9, 55.40 C8, 22.49 C10, 10.44 C11.

HRMS ESI+
m/z [C1:H1sNO;] obliczona 194.1181, znaleziono 194.1183.

4.1.4.2.2 Eter O-propargilowy oksymu 3-metoksybenzaldehydu
Czystosc¢: Wydajnos¢:
95.78% 23.97%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 8, ppm)

N 9 10 3 8.08 (s, 1H przy C7), 7.41 — 7.20 (m, 1H przy C5), 7.19 — 7.07 (m,
7<= \O/\\ 2H przy C2i C6), 6.98-6.89 (m, 1H przy C4), 4.76 (d, J = 2.4 Hz, 2H
1 A 11 przy C9), 3.82 (s, 3H przy C8), 2.49 (t, J = 2.4 Hz, 1H, przy C11).
6 2
13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)
5 3 0/8 5159.89 C3, 150.03 C7,133.11 C1, 129.82 C5, 120.49 C6, 116.91 C4,
4 42 111.44 C2,79.55 C11, 74.82 C10, 61.86 C9, 55.43 C8.

HRMS ESI+
m/z [C1:H11NO-] obliczona 190.0868, znaleziono 190.0867.

4.1.4.2.3 Eter O-butylowy oksymu 3-metoksybenzaldehydu

Czystos¢: Wydajnos¢:
97.43% 37.56%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 3, ppm)
9 1 3 8.03 (s, 1H przy C7), 7.30-7.22 (m, 1H przy C5), 7.18 — 7.07 (m,

;N 07 TN 2H przy C2 i C6), 6.94-6.86 (m, 1H przy C4), 4.16 (t, J = 6.7 Hz, 2H
10 12 przy C9), 3.82 (s, 3H przy C8), 1.75 — 1.63 (m, 2H przy C10), 1.49 —
1.35 (m, 2H przy C11), 0.95 (t, J = 7.4 Hz, 3H przy C12).

6 2
_ 13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

5 7 30" 8 6 159.88 C3, 148.21 C7, 133.92 Cl1, 129.76 CS5, 120.13 C6, 116.10
43 C4,111.15C2,74.25 C9, 55.40 C8, 31.30 C10, 19.22 C11, 14.02 C12.

HRMS ESI+
m/z [C12H17NO-] obliczona 208.1338, znaleziono 208.1336.
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4.1.4.2.4 Eter O-amylowy oksymu 3-metoksybenzaldehydu
Czystos¢: Wydajnosé:
96.76% 20.83%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 8, ppm)
§8.03 (s, 1H przy C7), 7.30~7.20 (m, 1H przy C5), 7.18-7.07 (m, 2H
N 9 13 przy C2iC6), 6.94-6.86 (m, 1H przy C4), 4.15 (t, J = 6.8 Hz, 2H przy
77 07 " (9),382 (s 3H przy C8), 1.77 — 1.63 (m, 2H przy C10), 1.44 — 1.28

1 10 12 (m, 4H przy C11i C12), 0.98 — 0.80 (m, 3H przy C13).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)
5 3 O/g 5 159.88 C3, 148.21 C7, 133.92 C1, 129.76 C5, 120.13 C6, 116.10
4 C4,111.14C2,74.55 C9, 55.40 C8, 28.91 C10, 28.18 C11, 22.61 C12,
44 14.13 C13.

HRMS ESI+
m/z [C13H1sNO2] obliczona 222.1994, znaleziono 222.1493.

4.1.4.2.5 Eter O-izoamylowy oksymu 3-metoksybenzaldehydu

Czystosé: Wydajnosé:
96.39% 37.23%
13 1H NMR (400 MHz, CDCI3, 5, ppm)
§8.03 (s, 1H przy C7), 7.32 — 7.22 (m, 1H przy C5), 7.18 — 7.07 (m,
N /9\)\ 2H przy C2 i C6), 6.93-6.86 (m, 1H przy C4), 4.20 (t, J = 6.9 Hz, 2H
774 0 11 przy C9), 3.82 (s, 3H przy C8), 1.81-1.67 (m, 1H przy C11), 1.60 (g,
1 10 12 J=6.9 Hz, 2H przy C10), 0.94 (d, J = 6.6 Hz, 6H przy C12i C13).

6 2 13C NMR (100 MHz, CDCI3, 8, ppm)
5 3 0/8 5 159.88 C3, 148.20 C7, 133.91 CI, 129.76 C5, 120.12 C6, 116.09
4 C4, 111.15C2, 73.02 C9, 55.40 C8, 37.96 C10, 25.15 C11, 22.76 C12

45 i C13.

HRMS ESI+
m/z [C13H19NO;] obliczona 222.1494, znaleziono 222.1493.

4.1.4.3 Pochodne oksymu 0-aldehydu anyzowego 8

4.1.4.3.1 Eter O-propylowy oksymu 2-metoksybenzaldehydu
Czystosé: Wydajnosé:
99.27% 67.27%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 3, ppm)
9 1 8 8.47 (s, 1H przy C7), 7.83—7.74 (m, 1H przy C6), 7.37-7.26 (m, 1H
7 /N N przy C4), 7.01 — 6.84 (m, 2H przy C3 i C5), 4.11 (t, J = 6.8 Hz, 2H
10 przy C9), 3.83 (s, 3H przy C8), 1.82 — 1.64 (m, 2H przy C10), 0.97 (t,

5 N 20\8 J="7.4Hz, 3H przy C11).
5 3 13C NMR (100 MHz, CDCI3, 8, ppm)
" 5 157.58 C2, 144.49 C7, 130.98 C4, 126.43 C6, 121.18 C1, 120.83 C5,
46 111.12 C3, 75.86 C9, 55.73 C8, 22.53 C10, 10.55 C11.

HRMS ESI+
m/z [C11H1sNO;] obliczona 194.1181, znaleziono 194.1183.
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4.1.4.3.2 Eter O-butylowy oksymu 2-metoksybenzaldehydu

47

Czystosc: Wydajnosé:

99.02% 60.17%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, §, ppm)
0 8.46 (s, H przy C7), 7.81-7.74 (m, 1H przy C5), 7.36—7.27 (m, 1H
przy C4), 6.99 — 6.84 (m, 2H przy C2 i C6), 4.16 (t, J = 6.7 Hz, 2H
przy C9), 3.83 (s, 3H przy C8), 1.80 — 1.63 (m, 2H przy C10), 1.49-
1.36 (m, 2H przy C11), 0.95 (t, J = 7.3 Hz, 3H przy C12).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)
8 157.58 C2, 144.49 C7, 131.01 C4, 126.45 Ce, 121.13 C1, 120.84
C5,111.11 C3, 74.09 C9, 55.63 C8, 31.33 C10, 19.24 C11, 14.03 C12

HRMS ESI+
m/z [C12H17NO2] obliczona 208.1338, znaleziono 208.1340.

4.1.4.3.3 Eter O-amylowy oksymu 2-metoksybenzaldehydu

9 1 13
7 /N\ N
; O 10 12
O
6 3 \8
5 3

48

Czystos¢: Wydajnos¢:
98.42% 64.55%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 5, ppm)
8 8.46 (s, 1H przy C7), 7.81-7.32 (m, 1H przy C5), 7.36-7.26 (m, 1H
przy C4), 6.96-6.84 (m, 2H przy C2i C6), 4.15 (t, J = 6.8 Hz, 2H przy
C9), 3.83 (s, 3H przy C8), 1.81 — 1.65 (m, 2H przy C10), 1.44-1.29
(m, 4H przy C11i C12), 0.97 — 0.85 (m, 3H przy C13).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

8 157.58 C2, 144.49 C7, 131.00 C4, 126.44 Co, 121.14 C1, 120.83
C5,111.11C3,74.38 C9,55.63 C8, 28.94 C10, 28.21 C11, 22.63 C12,
14.14 C13.

HRMS ESI+

m/z [C13H19NO;] obliczona 222.1494, znaleziono 222.1496.

4.1.4.3.4 Eter O-izoamylowy oksymu 2-metoksybenzaldehydu

13
N /g\)\
7 2~ 1
1/ O
O
6 AW
5 3
4
49

Czystosc¢: Wydajnos¢:
99.14% 43.37%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 6, ppm)
6 8.45 (s, 1H przy C7), 7.81-7.73 (m, 1H przy C5), 7.36-7.27 (m, 1H
przy C4), 6.98 — 6.84 (m, 2H przy C2 i C6), 4.19 (t, J = 6.9 Hz, 2H
przy C9), 3.82 (s, 3H przy C8), 1.82 — 1.69 (m, 1H przy C11), 1.60 (q,
J=6.9 Hz 2H przy C10), 0.94 (d, J = 6.6 Hz, 6H przy C12 i C13).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 3, ppm)

3 157.58 C2, 144.48 C7, 131.01 C4, 126.44 C6, 121.13 C1, 120.84
C5,111.11 C3,72.85 C9, 55.63 C8, 37.99 C10, 25.15 C11, 22.77 C12
i C13.

HRMS ESI+

m/z [C13H1sNO-] obliczona 222.1494, znaleziono 222.1493.
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4.1.4.4 Pochodne oksymu a-amylocynamaldehydu 1

4.1.4.4.1 Eter O-metylowy oksymu 2-benzylidenoheptanalu

Czystosc: Wydajnosé:

91.66% 59.75%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 5, ppm)
5 8.03 (d, J =0.9 Hz, 1H przy C14), 7.73 (d, J = 0.7 Hz, 1H przy C7),
7.42 —7.15 (m, 4H przy C1, C3, C4 i C6), 6.55 (s, 1H przy C5), 3.91
(s, 3H przy C15), 2.58 — 2.48 (m, 2H przy C9), 1.67 — 1.54 (m, 2H
przy C10), 1.41 — 1.26 (m, 4H przy C11 i C12), 0.96 — 0.83 (m, 3H
przy C13).

13C NMR (CDCI3, 100 MHz, CDCI3, §, ppm)

§ 153.03 C14, 148.15 C7, 137.44 C2, 136.69 C8, 135.76 C5, 129.34
C1 lub C3, 129.02 C1 lub C3, 128.48 C4 lub C6, 127.55 C4 lub C6,
61.96 C15, 32.09 C11, 28.43 C10, 26.79 C9, 22.41 C12, 14.10 C13.

HRMS TOFMS ES+
m/z [CisH21NO] obliczona 232.1701, znaleziono 232.1694.

4.1.4.4.2 Eter O-etylowy oksymu 2-benzylidenoheptanalu

Czystosc: Wydajnosé:

96.32% 37.20%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 8, ppm)
5 8.04 (d, J= 0.9 Hz, 1H przy C14) 7.74 (d, J = 0.6 Hz, 1H przy C7),
7.42 —7.16 (m, 4H przy C1, C3, C4 i C6), 6.55 (s, 1H przy C5), 4.16
(9, =7.1Hz, 2H przy C15), 2.57 — 2.48 (m, 2H przy C9), 1.67 — 1.55
(m, 2H przy C10), 1.41 — 1.21 (m, 7H C11, C12 i C16), 0.95 - 0.84
(m, 3H przy C13).

13C NMR (CDCIl3, 100 MHz, CDCI3, 3, ppm)

0 152.75 C14, 147.78 C7, 137.71 C2, 136.77 C8, 135.76 CS5, 129.32
C1 lub C3, 129.01 C1 lub C3, 128.46 C4 lub C6, 127.48 C4 lub C6,
69.63 C15, 32.09 C11, 28.47 C10, 26.81 C9, 22.42 C12, 14.74 C16,
14.09 C13.

HRMS ESI+
m/z [C16H23NQ] obliczona 246.1858, znaleziono 246.1851.

4.1.4.4.3 Eter O-propylowy oksymu 2-benzylidenoheptanalu

Czystosc¢: Wydajnos¢:
16 17 98.47% 43.06%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, §, ppm)
/// 8 8.12—-8.03 (m, 1H przy C14), 7.75 (s, 1H przy C7), 7.42 — 7.14 (m,
O~ 15 4H przy C1, C3, C4 i C6), 6.54 (s, 1H przy C5), 4.04 (dt, J = 9.1, 6.7

Hz, 2H przy C15), 2.58 — 2.48 (m, 2H przy C9), 2.47 — 2.39 (m, 2H
przy C16), 1.77 — 1.54 (m, 2H przy C10), 1.41 — 1.28 (m, 4H C11 i
C12), 1.00 — 0.84 (m, 6H przy C13'i C17).

13C NMR (CDCI3, 100 MHz, CDCI3, &, ppm)

5 152.66 C14, 147.68 C7, 137.73 C2, 136.78 C8, 135.78 C5, 129.32
C1 lub C3, 129.00 C1 lub C3, 128.46 C4 lub C6, 127.46 C4 lub C6,
75.78 C15, 32.09 C11, 28.47 C10, 26.81 C9, 22.55 C16, 22.42 C12,
14.09 C13, 10.45 C17.

HRMS ESI+
m/z [C17H2sNQ] obliczona 260.2014, znaleziono 260.2011.
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4.1.4.4.4 Eter O-amylowy oksymu 2-benzylidenoheptanalu

Czystosc: Wydajnosé:
18 19 92.60% 46.42%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 3, ppm)
16 17 5 8.04 (d, J=0.9 Hz, 1H przy C14) 7.74 (s, 1H przy C7), 7.41 - 7.16
(m, 4H przy C1, C3, C4 i C6), 6.54 (s, 1H przy C5), 4.08 (dt, J = 8.9,
O 15 6.7 Hz, 2H przy C15), 2.56 — 2.48 (m, 2H przy C9), 1.74 — 1.54 (m,

I 4H przy C10 i C16), 1.43 — 1.26 (m, 8H przy C11, C12, C17 i C18),
0.96 —0.73 (M, 6H przy C13 i C19).

13C NMR (CDCI3, 100 MHz, CDCI3, 5, ppm)

6 152.61 Cl14, 147.64 C7, 137.73 C2, 136.78 C8, 135.34 C5, 129.32
C1 lub C3, 129.00 C1 lub C3, 128.46 C4 lub C6, 127.46 C4 lub CB6,
74.27 C15, 32.10 C11, 28.99 C16, 28.48 C10, 28.19 C17, 26.82 C9,
22.63 C18, 22.43 C12, 14.13 C19, 14.10 C13.

HRMS ESI+
m/z [C19H29NO] obliczona 288.2327 znaleziono 288.2334.

4.1.4.4.5 Eter O-izoamylowy oksymu 2-benzylidenoheptanalu

Czystosé: Wydajnosé:

18 93.00% 71.52%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 9, ppm)
8 8.03 (d, J=0.9 Hz, 1H przy C14), 7.74 (s, 1H przy C7). 7.43 - 7.16
(m, 4H przy C1, C3, C4 i C6), 6.54 (s, 1H przy C5), 4.12 (dt, J = 8.8,
6.8 Hz, 2H przy C15), 2.58 — 2.48 (m, 2H przy C9), 1.81 — 1.57 (m,
2H przy C10), 1.60 — 1.45 (m, 1H przy C17), 1.41 — 1.25 (m, 6H przy
C11, C12i C16), 0.97 — 0.84 (m, 9H przy C13, C18 i C19).

13C NMR (CDCI3, 100 MHz, CDCI3, §, ppm)

8 152.59 C14, 147.63 C7, 137.72 C2, 136.78 C8, 135.35 CS5, 129.32
C1 lub C3, 129.00 C1 lub C3, 128.46 C4 lub C6, 127.46 C4 lub C6,
72.71 C15, 38.11 C14, 32.10 C11, 28.48 C10, 26.82 C9, 25.10 C9,
22.77 C18i C19, 22.44 C12, 14.10 C13.

HRMS ESI+
m/z [C19H29NO] obliczona 288.2327 znaleziono 288.2325.

4.1.4.5 Pochodne oksymu B-cyklocytralu 12
4.1.4.5.1 Eter O-etylowy oksymu 2,6,6-trimetylo-1-cykloheksene-1-karboksyaldehydu

Czystosé: Wydajnos¢:
12 97.56% 51.38%
J 1H NMR (400 MHz, CDCI3, 8, ppm)
o— 1 8 7.94 (brs, 1H przy C10), 4.12 (q, J = 7.0 Hz, 2H przy C11), 2.06 —

I 2.00 (m, 2H przy C3), 1.76 (s, 3H przy C7), 1.62 — 1.50 (m, 2H przy
104 N C4), 1.50 — 1.40 (m, 2H przy C5), 1.27 (t, J = 7.0 Hz, 3H przy C12),
1.13 (s, 6H przy C8i C9).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, &, ppm)
5 148.40 C10, 137.85 C2, 132.08 C1, 69.08 C11, 40.12 C5, 33.97 C6,
33.80 C3, 28.54 C8 i C9, 20.87 C7, 19.05 C4, 14.88 C12.

55 HRMS ESI+
m/z [C12H21NO] obliczona 196.1701, znaleziono 193.1703.
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4.1.4.5.2 Eter O-propylowy oksymu 2,6,6-trimetylo-1-cykloheksene-1-karboksyaldehydu

Czystos¢: Wydajnosé:

92.54% 47.94%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, §, ppm)
8 7.94 (brs, 1H przy C10), 4.01 (t, J = 6.8 Hz, 2H przy C11), 2.07 —
1.92 (m, 2H przy C3), 1.76 (s, 3H przy C7), 1.73 — 1.48 (m, 2H przy
C4), 1.48 — 1.40 (m, 2H przy C5), 1.13 (s, 6H przy C8 i C9), 0.93 (t,
J=7.0 Hz 3H).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

6 148.31 C10, 137.75 C2, 132.08 C1, 75.27 C11, 40.12 C5, 33.97 C6,
33.78 C3, 28.54 C8i C9, 22.68 C12, 21.91 C7, 20.88 C7, 19.05 C4,
10.36 C13.

56 HRMS ESI+
m/z [C13H23NO] obliczona 210.1858, znaleziono 210.1859.

41453 Eter O-propargilowy oksymu 2,6,6-trimetylo-1-cykloheksene-1-

karboksyaldehydu

Czystosé: Wydajnos¢:

97.61% 48.88%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 8, ppm)
§ 8.00 (brs, 1H przy C10), 4.69 — 4.60 (m, 2H przy C11), 2.47 — 2.38
(m, 1H przy C13), 2.08-2.00 (m, 2H przy C3), 1.77 (s, 3H przy C7),
1.67 — 1.51 (m, 2H przy C4), 1.49 — 1.41 (m, 2H przy C5), 1.14 (s, 5H
przy C8 i C9), 1.02 (s, 1H przy C8 lub C9).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

6 150.00 C10, 139.25 C2, 131.73 C1, 80.04 C13, 74.29 C12, 61.18
C11, 40.13 C5, 33.91 C6, 33.74 C3, 28.48 C8 i C9, 20.90 C7, 18.99
C4.

HRMS ESI+
57 m/z [C13H1sNO] obliczona 206.1545, znaleziono 206.1540.

4.1.4.5.4 Eter O-butylowy oksymu 2,6,6-trimetylo-1-cykloheksene-1-karboksyaldehydu

Czystosé: Wydajnos¢:
14 91.80% 49.12%
. 1H NMR (400 MHz, CDCI3, 3, ppm)
13 8 7.94 (s, 1H przy C10), 4.06 (t, J = 6.7, 0.8 Hz, 2H przy C11), 2.06—

1.99 (m, 2H przy C3), 1.76 (s, 3H przy C7), 1.70 — 1.54 (m, 4H przy
C4iC12), 1.49 — 1.31 (m, 4H przy C5i C13), 1.13 (s, 6H przy C8 i
C9),0.93 (t, J =7.3,0.8 Hz, 3H przy C14).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

6 148.29 C10, 137.75 C2, 132.07 C1, 73.47 C11, 40.11 C5, 33.97 C6,
33.78 C3, 31.50 C12, 28.54 C8 i C9, 20.88 C7, 19.16 C13, 19.05 C4,
14.04 C14.

HRMS ESI+
58 m/z [C14H2sNO] obliczona 224.2014, znaleziono 224.2018.
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4.1.4.5.5 Eter O-amylowy oksymu 2,6,6-trimetylo-1-cykloheksene-1-karboksyaldehydu

Czystosc: Wydajnosé:
4 _—15 95.58% 44.39%
. 1H NMR (400 MHz, CDCI3, 3, ppm)
13 §7.94 (s, 1H przy C10), 4.05 (¢, J = 6.8 Hz, 2H przy C11), 2.06-1.99

(t, J = 6.3 Hz, 2H przy C3), 1.76 (s, 3H przy C7), 1.72 — 1.54 (m, 4H
przy C4 i C12), 1.54 ~ 1.41 (m, 2H przy C5), 1.39-1.26 (m, 4H przy
C13i C14), 1.13 (s, 6H przy C8 i C9), 0.93 — 0.84 (m, 3H przy C15).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, §, ppm)

5 148.29 C10, 137.75 C2, 132.08 C1,73.76 C11, 40.11 C5, 33.97 C6
33.78 C329.10 C12, 28.54 C8 i C9, 28.14 C13 22.63 C14, 20.89 C7,
19.05 C4, 14.12 C15.

HRMS ESI+
59 m/z [CisH27NQ] obliczona 238.2171, znaleziono 238.2171.

4.1.4.5.6 Eter O-izoamylowy oksymu 2,6,6-trimetylo-1-cykloheksene-1-karboksyaldehydu

Czystosé: Wydajnosé:
15 94.13% 56.08%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 6, ppm)
12 13 8 7.93 (s, 1H przy c10), 4.09 (t, J = 6.9 Hz, 2H przy C11), 2.06-1.99

14 (m, 2H przy C3), 1.76 (s, 3H przy C7), 1.74-1.65 (m, 3H przy C4 i
C13), 1.66 — 1.49 (m, 2H przy C5), 1.49 — 1.40 (m, 2H przy C12),1.13
(d, J=0.8 Hz, 6H przy C8i C9), 0.91 (d, J =6.5,0.7 Hz, 6H przy C14
i C15).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, §, ppm)

§148.29 C10, 137.74 C2, 132.07 C1,72.22 C11,40.11 C5,38.17 C12,
33.97 C6, 33.77 C3, 28.55 C8i C9, 25.08 C13, 22.77 C14 i C15, 20.89
C7, 19.05 C4.

60 HRMS ESI+
m/z [CisH27NO] obliczona 238.2171, znaleziono 238.2173.

4.1.4.6 Pochodne oksymu dihydrojasmonu 15

4.1.4.6.1 Eter O-metylowy oksymu 3-metylo-2-pentylo-2-cyklopenten-1-onu
Czystos¢: Wydajnos¢:
96.68% 41.58%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, §, ppm)

8 3.85 (s, 3H przy C12), 2.58 — 2.51 (m, 2H przy C6), 2.41-2.32 (m,
2H przy C4), 2.19 (t, J = 7.6 Hz, 2H przy C5), 1.83 (t, J = 1.4 Hz, 3H
przy C11), 1.50 — 1.38 (m, 2H przy C7), 1.38 — 1.18 (m, 4H przy C9 i
C8) 0.87 (t, J= 7.1 Hz, 3H przy C10).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

5 167.81 C1, 150.83 C3, 134.63 C2, 61.60 C12, 34.34 C6, 31.88 C8
lub C9, 27.96 C8 lub C9, 24.95 C4, 24.25 C5, 22.63 C9, 15.44 C11,
14.16 C10.

HRMS ESI+
m/z [C12H21NO] obliczona 196.1701 znaleziono 196.1703.
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4.1.4.6.2 Eter O-etylowy oksymu 3-metylo-2-pentylo-2-cyklopenten-1-onu

Czystosc: Wydajnosé:
98.44% 28.75%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 3, ppm)
3 4.08 (q, 2H, J = 7.0 Hz przy C12) , 2.60 — 2.52 (m, 2H przy C6),
2.39-2.31 (m, 2H przy C4), 2.23 — 2.15 (m, 2H przy C5), 1.82 (s, 3H
przy C11), 1.50 — 1.37 (m, 2H przy C7), 1.37 — 1.18 (m, 7H przy C8,
C9i C13),0.87 (t, 3H, J = 7.1 Hz przy C10).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 5, ppm)

§ 167.50 C1, 150.23 C3, 134.86 C2, 69.02 C12, 34.32 C6, 31.85 C8
lub C9, 27.95 C7, 25.04 C4, 24.26 C5, 22.61 C9, 15.38 C11, 14.93
C10, 14.12 C13.

HRMS ESI+
m/z [Ci3H23NO] obliczona 210.1858, znaleziono 210.1860.

4.1.4.6.3 Eter O-propylowy oksymu 3-metylo-2-pentylo-2-cyklopenten-1-onu

Czystosé: Wydajnosé:
91.41% 38.31%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 6, ppm)

83.99(t,J=6.7 Hz, 2H przy C12), 2.60 — 2.53 (m, 2H przy C6), 2.39
—2.31(m, 2H przy C4), 2.19 (t, J = 7.6 Hz, 2H przy C5), 1.82 (d, J =
2.6 Hz, 3H przy C11), 1.73 — 1.57 (m, 2H przy C13), 1.50 — 1.38 (m,
2H przy C7), 1.37 — 1.17 (m, 4H przy C8 i C9), 0.98 — 0.81 (m, 6H
przy C10 i C14).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, §, ppm)

5 167.51 C1, 150.23 C3, 134.83 C2, 75.22 C12, 34.32 C4, 31.86 C8,
27.97 C7,25.00 C6, 24.27 C5, 22.68 C9, 22.64 C13, 15.41 C11, 14.15
C10, 10.55 C14.

HRMS ESI+
m/z [C14aH2sNO] obliczona 224.2014, znaleziono 224.2013.

4.1.4.6.4 Eter O-allilowy oksymu 3-metylo-2-pentylo-2-cyklopenten-1-onu

Czystosé: Wydajnos$é:
92.01% 35.87%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 6, ppm)

8 6.05-5.93 (m, 1H przy C13), 5.32-5.12 (m, 2H przy C14), 4.55 (dt,
J=5.6, 1.4 Hz, 2H przy C12), 2.66 — 2.53 (m, 2H przy C6), 2.40-2.31
(m, 2H przy C4), 2.19 (t, J = 7.6 Hz, 2H przy C5), 1.83 (bs, J = 1.4
Hz, 3H przy C11), 1.51 — 1.38 (m, 2H przy C7), 1.37 — 1.17 (m, 4H
przy C8i C9), 0.87 (t, J = 7.1 Hz, 3H przy C10).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, §, ppm)

5 167.98 C1, 150.70 C3, 135.10 C13, 134.75 C2, 116.88 C14, 74.63
C12, 34.36 C4, 31.84 C8, 27.91 C7, 25.14 C6, 24.26 C5, 22.62 C9,
15.42 C11, 14.15 C10.

HRMS ESI+
m/z [C14H23NQ] obliczona 222.1858, znaleziono 222.1860.
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4.1.4.6.5 Eter O-propargilowy oksymu 3-metylo-2-pentylo-2-cyklopenten-1-onu

Czystosé: Wydajnosé:

94.00% 11.07%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 5, ppm)
0 4.64 (d, J = 2.4 Hz, 2H przy C12), 2.65 — 2.56 (m, 3H przy C6 i
C14), 2.44 — 2.32 (m, 2H przy C4), 2.19 (t, J = 7.6 Hz, 2H przy C5),
1.83 (d, J = 1.4 Hz, 3H przy C11), 1.53 — 1.38 (m, 1H przy C7), 1.37
—1.17 (m, 4H przy C8i C9), 0.87 (t, J = 7.1 Hz, 3H przy C10).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

8169.03 C1, 151.68 C3, 134.61 C2, 80.69 C13,73.71 C12,61.20 C14,
34.38 C4, 31.83 C8, 27.87 C7, 25.18 C6, 24.25 C5, 22.63 C9, 15.46
C11, 14.15 C10.

HRMS ESI+
m/z [C14H21NQ] obliczona 220.1701, znaleziono 220.1707.

4.1.4.6.6 Eter O-butylowy oksymu 3-metylo-2-pentylo-2-cyklopenten-1-onu

66

15

Czystosc: Wydajnosé:

98.60% 25.81%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 5, ppm)
34.08 (t,J=6.7 Hz, 2H przy C12), 2.63 — 2.55 (m, 2H przy C6), 2.42
—2.33 (m, 2H przy C4), 2.23 (t, J = 7.6 Hz, 2H przy C5), 1.84 (d, J =
1.4 Hz, 3H przy C11), 1.70-1.53 (m, 2H przy C13), 1.50 — 1.18 (m,
8H przy C7, C8, C9i C14),0.99 — 0.77 (m, 6H przy C10 i C15).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, &, ppm)

5168.21 C1, 152.03 C3, 134.75 C2, 73.67 C12, 34.39 C4, 31.82 C8,
31.49 C13, 28.02 C7, 25.25 C6, 24.27 C5, 22.65 C9, 19.33 C14, 15.56
C11, 14.16 C10, 14.11 C15.

HRMS ESI+
m/z [CisH27NO] obliczona 238.2171, znaleziono 238.2172.

4.1.4.6.7 Eter O-amylowy oksymu 3-metylo-2-pentylo-2-cyklopenten-1-onu

67

Czystos¢: Wydajnos¢:
96.48% 17.45%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 6, ppm)

54.09 (t,J =6.7 Hz, 2H przy C12), 2.63 — 2.56 (m, 2H przy C6), 2.44
—2.35(m, 2H przy C4), 2.25 (t, J = 7.6 Hz, 2H przy C5), 1.85 (d, J =
1.3 Hz, 3H przy C11), 1.71 — 1.58 (m, 2H przy C13), 1.50 — 1.39 (m,
2H przy C7), 1.39-1.31 (m, 1H), 1.35-1.18 (m, 3H przy C16), 0.95
—0.80 (m, 3H przy C10).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, &, ppm)
§168.49 C1, 152.77 C3, 134.73 C2, 74.05 C12, 34.41 C4, 31.81 C8,
29.01 C13, 28.28 C14, 28.16 C15, 28.03 C7, 25.34 C6, 24.27 C5,
22.64C9, 15.61 C11, 14.14 C10 i C16.

HRMS ESI+
m/z [C16H29NQ] obliczona 252.2327, znaleziono 252.2323.
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4.1.4.6.8 Eter O-izoamylowy oksymu 3-metylo-2-pentylo-2-cyklopenten-1-onu
Czystosc: Wydajnosé:

97.09% 29.99%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, §, ppm)
84.11 (t,J = 6.8 Hz, 2H przy C12), 2.61 — 2.54 (m, 2H przy C6), 2.40
—2.33(m, 2H przy C4), 2.23 (t, J = 7.6 Hz, 2H przy C5), 1.84 (d, J =
1.3 Hz, 3H przy C11), 1.58-1.51 (m, 2H przy C14), 1.50 — 1.38 (m,
2H przy C7), 1.37-1.18 (m, 6H C8, C9i C13), 1.00 — 0.79 (m, 9H przy
C10, C15i C16).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

8 168.17 C1, 152.04 C3, 134.75 C2,72.45 C12,38.16 C13, 34.38 C4,
31.82C8, 28.01 C7, 25.28 C14, 24.27 C5, 22.84 C15i C16, 22.65 C9,
15.55 C11, 14.16 C10.

68 HRMS ESI+
m/z [C16H29NO] obliczona 252.2327, znaleziono 252.2323.

4.1.4.7 Pochodne oksymu (+)-dihydrokarwonu 13

4.1.4.7.1 Eter O-etylowy oksymu (2R,5R)-5-izoopropenylo-2-metylolcykloheksanonu
Czystos¢: Wydajnosé:
94.48% 51.39%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, §, ppm)
10 8 4.77-4.69 (m, 2H przy C9), 4.06 (g, J = 7.0 Hz, 2H przy C11), 3.32

9\3/ (ddd, J = 135, 3.9, 2.1 Hz, 1H przy C1), 2.23-2.11 (m, 1H przy C4),

S 2.10-1.99 (m, 1H przy C6), 1.98 — 1.76 (m, 2H przy C4 i C5), 1.72 (t,

4 6 J=1.2 Hz, 3H przy C10), 1.70 — 1.54 (m, 1H przy C6), 1.46-1.32 (m,

1 1H przy C1), 1.30 — 1.17 (m, 3H przy C7), 1.16 — 0.99 (m, 3H przy
C12).

1
13C NMR (100 MHz, CDCI3, &, ppm)

7 8 161.39 C3, 148.92 C8, 109.25 C9, 68.73 C11, 44.91 C2, 37.35 C5,
69 35.49 C4, 30.99 C6, 29.98 C1, 20.84 C10, 16.51 C7, 14.67 C12.

HRMS ESI+
m/z [C12H21NO] obliczona 196.1701, znaleziono 196.1704.

4.1.4.7.2 Eter O-propylowy oksymu (2R,5R)-5-izoopropenylo-2-metylolcykloheksanonu
Czystos¢: Wydajnos¢:
94.25% 63.92%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 6, ppm)
8 4.78-4.71 (m, 2H przy C9), 3.96 (t, J = 6.7 Hz, 2H przy C11), 3.34
9 \8/10 (ddd, J = 13.5, 3.9, 2.1 Hz, 1H przy C1), 2.24 — 1.97 (m, 2H przy C4
\; i C6), 1.97 — 1.76 (m, 2H przy C4 i C5), 1.72 (t, J = 1.2 Hz, 3H przy
-5 C10), 1.70 — 1.53 (m, 3H przy C6 i C12), 1.48-1.33 (m, 1H przy C6),
4 6  1.32-1.16 (m, 1H przy C1), 1.15 - 0.99 (m, 3H przy C7), 0.96 — 0.85

12 (m, 3H przy C13).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 8, ppm)
7 5 161.47 C3, 148.92 C8, 109.25 C9, 74.91 C11, 44.98 C2, 37.35 C5,
35.50 C4, 30.96 C6, 29.99 C1, 22.46 C12, 20.85 C10, 16.51 C7, 10.56
70 c13.

HRMS ESI+
m/z [Ci3H23NQ] obliczona 210.1858, znaleziono 210.1859.
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4.1.4.7.3 Eter O-allilowy oksymu (2R,5R)-5-izoopropenylo-2-metylolcykloheksanonu
Czystosc: Wydajnosé:
93.71% 55.58%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, §, ppm)
$ 6.06 —5.92 (m, 1H przy C12), 5.31 - 5.12 (m, 2H przy C13), 4.77 -
10 4.70 (m, 2H przy C9), 4.56 — 4.48 (m, 2H przy C11), 3.35 (ddd, J =

\8/ 135, 3.8, 2.1 Hz, 1H przy C1), 2.24 — 2.11 (m, 1H przy C6), 2.11 —

?5 2.00 (m, 1H przy C4), 1.99 — 1.89 (m, 1H przy C5), 1.88 — 1.76 (m,

4 6 1H przy C4), 1.72 (bs, 3H przy C10), 1.65 — 1.54 (m, 1H przy C6),

12 1.48 —1.33 (m, 1H przy C1), 1.31 - 1.16 (m, 1H przy C6), 1.08 (d, J

/\/O\N/3 1 = 6.5 Hz, 3H przy C7).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 3, ppm)

7 5 161.98 C3, 148.84 C8, 134.86 C12, 116.96 C13, 109.31 C9, 74.31

71 C12, 44.92 C2, 37.40 C5, 35.50 C4, 30.99 C6, 30.09 C1, 20.84 C10,
16.45 C7.

HRMS ESI+
m/z [CisH21NQ] obliczona 208.1701, znaleziono 208.1702.

4.1.4.7.4 Eter O-propargilowy oksymu (2R,5R)-5-izoopropenylo-2-metylolcykloheksanonu
Czystosé: Wydajnosé:
90.60% 40.41%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 3, ppm)

9._g 10 84.79 —4.70 (m, 2H przy C9), 4.62 (d, J = 2.4 Hz, 2H przy C11), 3.32

X (ddd, J = 13.6, 3.8, 2.0 Hz, 1H przy C1), 2.41 (t, J = 2.4 Hz, 1H przy

5 C13), 2.26 — 2.13 (m, 1H przy C6), 2.12-2.00 (m, 1H przy C4), 1.99—

4 6 1.89 (m, 1H przy C5), 1.88-1.78 (m, 1H przy C4), 1.76 — 1.51 (m, 3H

13 12 przy C10), 1.46-1.33 (m, 1H przy C6), 1.32 — 1.18 (m, 2H przy Cl i

\\/Q\N/3 4 C6),1.10(d, J = 6.5 Hz, 3H przy C7).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)
7 5 163.29 C3, 148.68 C8, 109.41 C9, 80.47 C13,73.80 C12,60.88 C11,
72 44.93 C2, 37.48 C5, 35.49 C4, 30.96 C6, 30.20 C1, 20.83 C10, 16.39
C7.
HRMS ESI+
m/z [C13H20NO] obliczona 206.1545, znaleziono 206.1550.

4.1.4.7.5 Eter O-butylowy oksymu (2R,5R)-5-izoopropenylo-2-metylolcykloheksanonu
Czystosé: Wydajnos$é:
98.43% 34.07%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 3, ppm)
84.78 —4.70 (m, 2H przy C9), 4.11 — 3.98 (m, 2H przy C11), 3.42 —
9§s/1° 3.27 (m, 1H przy C1), 2.25 — 1.98 (m, 2H przy C2 i C6), 1.97-1.87
(m, 1H przy C6), 1.86-1.77 (m, 1H przy C4), 1.76 — 1.57 (m, 3H przy

Q C10), 1.48 — 1.30 (m, 4H przy C12 i C13), 1.29-1.20 (m, 1H przy
4 6  5),1.21-1.10 (m, 1H przy C4), 1.09 (d, 3H przy C7), 1.08 — 0.99

14 12 (m, 1H przy C6), 0.92 (t, J = 7.4, 2.6 Hz, 3H przy C14)

/ 1 1] . y L] . ] .

\/\/O\N 3 1
13 M 13C NMR (100 MHz, CDCI3, §, ppm)
7 161.65 C3, 148.91 C8, 109.28 C9, 73.48 C11, 44.93 C2, 37.30 C5,
35.40 C4, 31.30 C12, 30.86 C6, 29.98 C1, 20.87 C10, 19.38 C13,
73 16.56 C7, 14.10 C14.
HRMS ESI+

m/z [Ci14H2sNO] obliczona 224.2014, znaleziono 224.2018.
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4.1.4.7.6 Eter O-amylowy oksymu (2R,5R)-5-izoopropenylo-2-metylolcykloheksanonu
Czystosé: Wydajnosé:
91.50% 62.85%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, §, ppm)

g 10 84.76-4.70 (m, 2H przy C9), 4.04-3.91 (m, 2H przy C11), 3.33
X (ddd, J =13.6, 3.9, 2.1 Hz, 1H przy C1), 2.23 - 1.99 (m, 2H przy

5 C21iC6), 1.99 - 1.76 (m, 2H przy C4i C6), 1.75 — 1.52 (m, 7H
przy C1, C5, C10, C12), 1.49 — 1.16 (m, 5H przy C4, C13 i C14),
14 12 1.15-0.99 (m, 3H przy C7), 0.97 — 0.83 (m, 3H przy C15).

N
(o))

15 13 11 13C NMR (100 MHz, CDCI3, 8, ppm)
8 161.45 C3, 148.95 C8, 109.25 C9, 73.44 C11, 44.98 C2, 37.35
7 C5, 35.50 C4, 30.95 C6, 30.02 C1, 28.66 C12 28.35 C13, 22.62
C14, 20.86 C10, 16.53 C7, 14.16 C15.

HRMS ESI+
m/z [C1sH27NO] obliczona 238.2171, znaleziono 238.2173.

4.1.4.7.7 Eter O-izoamylowy oksymu (2R,5R)-5-izoopropenylo-2-metylolcykloheksanonu
Czystosc: Wydajnosé:
91.20% 43.68%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 6, ppm)
8 4.76-4.70 (m, 2H przy C9), 4.08-3.98(m, 2H przy C11), 3.32
9\8/10 (ddd, J = 13.5, 3.8, 2.0 Hz, 1H przy C1), 2.23 — 2.09 (m, 1H przy
= C2), 2.08-1.98 (m, 1H przy C6), 1.98 — 1.77 (m, 2H przy C4 i
=5 C6), 1.73—1.33 (m, 8H przy C1, C5, C10, C12i C13), 1.31-1.16

o 4 6 (m, 1H przy C4), 1.15-1.03 (m, 3H przy C7), 0.91 (d, J = 6.6 Hz,
12 i
o. /3 ] 6H przy C14 i C15).
131" 13C NMR (100 MHz, CDCI3, §, ppm)
15 7 6 161.43 C3, 148.95 C8, 109.25 C9, 71.95 C11, 44.97 C2, 37.98
C13, 37.35 C5, 35.51 C4, 30.94 C6, 30.06 C1, 25.38 C13, 22.84
75 C14iC15, 16.53 C7.
HRMS ESI+

m/z [CisH27NQO] obliczona 238.2171, znaleziono 238.2173.

4.1.4.8 Pochodne oksymu a-heksylocynamaldehydu 2
4.1.4.8.2 Eter O-butylowy oksymu (2E)-2-benzylideneoctanalu

19 Czystosé: Wydajnos¢:
98.63% 44.50%
17 1H NMR (400 MHz, CDCI3, 6, ppm)
18 8 7.74 (s, 1H przy C15) 7.41 —7.22 (m, 4H przy C1, C3, C4 i

C6), 6.54 (s, 1H przy C5), 4.10 (t, J = 6.7 Hz, 2H przy C16),
2.56 —2.48 (m, 1H C7), 1.72 — 1.54 (m, 3H przy C8 i C18),
1.50 - 1.21 (m, 12H przy C9, C10, C11, C12, C13i C17), 0.99
—0.80 (m, 6H przy C14 i C19).

13C NMR (CDCI3, 100 MHz, CDCI3, 3, ppm)

§152.61 C15, 137.73 C2, 135.33 C5, 129.00 C1 i C3, 128.46
C4iC6, 73.97 C16, 33.18 C9, 32.10 C12, 31.40 C10, 28.48 C8,
26.82 C7,22.43 C17, 19.22 C18, 14.10 C14, 14.05 C19.

HRMS ESI+
m/z [C19H31NO] obliczona 288.2330 znaleziono 288.2328.
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4.1.4.9 Pochodne oksymu a-izometylojononu 9

41491 Eter O-metylowy oksymu 3-metylo-4-(2,6,6-trimetylo-2-cykloheksen-1-yl)-3-

buten-2-onu

Czystosé: Wydajnos¢:
90.11% 40.62%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 9, ppm)

85.65-5.56 (m, 1H przy C10), 5.41-5.34 (m, 1H przy C3), 3.89
(s, 3H przy C15), 2.65 (d, J = 10.9 Hz, 1H przy C1), 2.61 (s, 1H
przy Cl14), 2.22 — 2.12 (m, 1H przy C1), 2.07-1.98 (m, 2H przy
C4), 1.96 (s,3H przy C12), 1.55 — 1.48 (m, 3H przy C7), 1.30 —
1.16 (m, 2H przy C5) 0.90 (s, 3H przy C8 lub C9), 0.78 (s, 3H
przy C9 lub C8).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

8 157.07 C13, 134.83 C10, 134.14 C2, 133.23 C11, 120.96 C3,
61.70 C15, 49.33 C1, 32.87 C5, 32.19 C6, 27.42 C9, 26.94 C8,
23.16 C4,22.91 C1, 13.30 C12, 10.79 C14.

HRMS ESI+
m/z [CisH2sNO] obliczona 236.2014, znaleziono 236.2024.

4.1.4.9.2 Eter O-etylowy oksymu 3-metylo-4-(2,6,6-trimetylo-2-cykloheksen-1-yl)-3-

buten-2-onu

Czystosc: Wydajnosé:
96.84% 35.50%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 8, ppm)
8 5.64-5.56 (m, 1H przy C10), 5.42-5.34 (m, 1H przy C3), 4.14
(9, J=7.0 Hz, 2H przy C15), 2.65 (d, J = 11.2 Hz, 1H przy C1),
2.08-1.98 (m, 2H przy C4), 1.97 (s, 3H przy C14), 1.94-1.89
(m, 3H przy C12), 1.60 — 1.40 (m, 3H przy C7), 1.27 (t, J=7.1
Hz, 3H przy C16), 1.26 — 1.16 (m, 2H przy C5), 0.91 (s, 3H
przy C8 lub C9), 0.78 (s, 3H przy C9 lub C8).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

8 156.65 C13, 134.92 C2, 133.76 C10, 133.52 C11, 120.89 C3,
69.38 C15, 49.31 C1, 32.88 C5, 32.22 C6, 27.43 C9, 26.93 C8,
23.16 C4, 22.92 C7, 14.81 C16, 13.29 C12, 10.88 C14.

HRMS ESI+
m/z [C16H27NQ] obliczona 250.2171, znaleziono 250.2172.
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4.1.4.9.3 Eter O-propylowy oksymu 3-metylo-4-(2,6,6-trimetylo-2-cykloheksen-1-yl)-3-

buten-2-onu

Czystos¢: Wydajnos¢:

97.37% 55.12%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 5, ppm)
85.66 —5.57 (m, 1H przy C10), 5.42 —5.35 (m, 1H przy C3), 4.06
(t, J = 6.7 Hz, 2H przy C15), 2.65 (d, J = 10.9 Hz, 1H przy C1),
2.07 —1.99 (m, 2H przy C4), 1.98 (s, 3H przy C14), 1.93 (d, J =
1.3 Hz, 3H przy C12), 1.76 — 1.62 (m, 2H przy C5), 1.57 — 1.41
(m, 3H przy C17), 1.27 — 1.16 (m, 2H przy C16), 1.00 — 0.86 (m,
3H przy C8 lub C9), 0.78 (s, 3H przy C8 lub C9).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

d 157.09 C13, 134.84 C2, 134.33 C10, 133.32 Cl11, 120.97 C3,
75.66 C15, 49.35 C1, 32.89 C5, 32.17 C6, 27.41 C9, 26.98 C8,
23.16 C4,22.94 C7,22.54 C16, 13.39 C12, 10.99 C14, 10.60 C17.

HRMS ESI+
m/z [C17H29NO] obliczona 264.2327, znaleziono 264.2327.

41494 Eter O-allilowy oksymu 3-metylo-4-(2,6,6-trimetylo-2-cykloheksen-1-yl)-3-

buten-2-onu

Czystosé: Wydajnosé:
93.98% 44.37%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 3, ppm)

8 6.10 — 5.95 (m, 1H przy C10), 5.66 — 5.58 (m, 1H przy C16),
5.44 -5.24 (m, 1H przy C3), 5.23 —5.16 (m, przy C17), 4.61 (dt,
J=5.8, 1.4 Hz, 2H przy C15), 2.65 (d, J = 11.0 Hz, 1H C1), 2.10
—1.94 (m, 2H C4), 1.99 (s, 3H przy C14),1.91 (d, J= 1.3 Hz, 3H
przy C12), 1.61 — 1.55 (m, 2H przy C5), 0.90 (s, 3H przy C8 lub
C9), 0.78 (s, 3H przy C8 lub C9)

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

6 157.28 C13, 134.83 C2, 134.68 C10, 134.23 C16, 133.33 Cl11,
120.97 C3, 117.30 C17, 74.94 C15, 49.33 C1, 32.88 C6, 32.18
C5, 27.41 C9 lub C8, 26.95 C9 lub C8, 23.16 C4, 23.00 C15,
22.92 C7,13.30 C12, 11.00 C14.

HRMS ESI+
m/z [C17H27NO] obliczona 262.2171, znaleziono 262.2174.

4.1.4.9.5 Eter O-propargilowy oksymu 3-metylo-4-(2,6,6-trimetylo-2-cykloheksen-1-yl)-3-

buten-2-onu

Czystos¢: Wydajnosé:
97.54% 67.92%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 5, ppm)

8 5.69 — 5.60 (m, 1H przy C10), 5.42 — 5.35 (m, 1H przy C3),
4.70 (d, J = 2.4 Hz, 2H przy C15), 2.65 (d, J = 11.0 Hz, 1H przy
Cl1), 2.45 (t, J = 2.4 Hz, 1H przy C17), 2.09 — 1.90 (m, 7H przy
C4, C12, C14i C16), 1.55 — 1.40 (m, 3H przy C7), 1.33 — 1.14
(m, 2H przy C5), 0.96 — 0.72 (m, 7H przy C8 i C9).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

6 158.26 C13, 134.85 C2, 134.71 C10, 133.10 C11, 121.06 C3,
80.31C17, 74.03 C16, 61.42 C15, 49.33 C1, 32.88 C6, 32.15 C5,
27.40 C9 lub C8, 26.63 C9 lub C8, 23.15 C4, 22.93 C7, 13.29
C12,11.05C14.

HRMS ESI+

m/z [C17H2sNO] obliczona 260.2014, znaleziono 260.2017.
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4.1.49.6 Eter O-butylowy oksymu 3-metylo-4-(2,6,6-trimetylo-2-cykloheksen-1-yl)-3-
buten-2-onu

Czystosé: Wydajnosé:

97.20% 3.99%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 3, ppm)
§5.68—5.60 (M, 1H przy C10), 5.42-5.36 (m, 1H przy C3),
4.13 (t, J = 6.6 Hz, 2H przy C15), 2.66 (d, J = 10.9 Hz, 1H
przy C1), 2.07 — 2.00 (m, 2H przy C4), 1.99 (s, 3H przy
C14), 1.96-1.93 (d, J = 1.3 Hz, 2H przy C16), 1.91 (bs, 3H
przy C12), 1.71 — 1.60 (m, 2H przy C5), 1.54 —1.33 (m, 3H
przy C7), 1.26-1.16 (m,2H przy C17), 1.00 — 0.87 (m, 3H
przy C18), 0.89 (m, 3H przy C8 lub C9), 0.79 (s, 3H przy
C8 lub C9).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 3, ppm)

8 157.33 Cl13, 134.77 C2, 134.72 C10, 133.19 C11, 121.03
82 C3, 73.98 C15, 49.39 C1, 32.91 C6, 32.17 C5, 31.36 C16,
27.41 C9 lub C8, 26.97 C9 lub C8, 23.16 C4, 22.93 C7,
19.36 C17, 14.06 C18, 13.45 C12, 11.11 C14.

HRMS ESI+
m/z [C1gH3:NO] obliczona 278.2484, znaleziono 278.2489.

4.1.4.9.7 Eter O-amylowy oksymu 3-metylo-4-(2,6,6-trimetylo-2-cykloheksen-1-yl)-3-
buten-2-onu

Czystos¢: Wydajnosé:

96.64% 1.90%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 8, ppm)
8 5.64-5.55 (m, 1H przy C10), 5.41-5.34 (m, 1H przy C3),
4.08 (t, J = 6.7 Hz, 2H przy C15), 2.65 (d, J = 10.9 Hz, 1H
przy C1), 2.07 — 1.98 (m, 2H przy C4), 1.97 (s, 3H przy
C14),1.92 (bs, 3H przy C12), 1.73—1.61 (m, 2H przy C16),
1.59-1.50 (m, 3H przy C7), 1.51 — 1.41 (m, 2H przy C5),
1.42-1.27 (m, 4H przy C17 i C18), 1.26-1.16 (m, 1H), 0.96
—0.86 (m, 6H przy C8i C9), 0.78 (s, 3H przy C19).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, &, ppm)

§156.67 C13, 134.94 C2, 133.78 C10, 133.49 C11, 120.89

83 C3, 74.08 C15, 49.31 C1, 32.88 C6, 32.20 C5, 29.00 C16,
28.36 C17, 27.42 C8 lub C9, 26.95 C8 lub C9, 23.16 C4,

22.93 C7, 22.64 C18, 14.15 C19, 13.32 C12, 10.88 C14.

HRMS ESI+
m/z [C19H33NO] obliczona 292.2640, znaleziono 292.2638.
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4.1.4.10 Pochodne oksymu cis-jasmonu 17

4.1.4.10.1 Eter O-metylowy oksymu cis-3-metylo-2-(2-pentenylo)-2-cykopenten-1-onu
Czystos¢: Wydajnosé:
91.76% 35.02%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, §, ppm)

8 5.43 —5.28 (m, 2H przy C8 i C9), 3.85 (s, 3H przy C12), 2.96 (d, J
= 5.3 Hz, 2H przy C7), 2.60 — 2.51 (m, 2H przy C4), 2.40 — 2.32 (m,
2H przy C5), 2.22 — 2.10 (m, 2H przy C10), 1.88 — 1.81 (m, 3H przy
C6), 0.98 (t, J = 7.5 Hz, 3H przy C11).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)
8167.27Cl1,150.99 C3,133.19 C2,131.84 C9, 125.91 C8, 61.66 C12,
34.48 C5, 24.93 C4, 22.59 C7, 20.65 C10, 15.41 C6, 14.35 C11.

HRMS ESI+
m/z [C12H1sNO] obliczona 194.1545, znaleziono 194.1542.

4.1.4.10.2 Eter O-etylowy oksymu cis-3-metylo-2-(2-pentenylo)-2-cykopenten-1-onu

Czystosc¢: Wydajnos¢:

93.55% 46.59%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 6, ppm)
$5.41 —5.29 (m, 2H przy C8 i C9), 4.08 (q, J = 7.0 Hz, 2H przy C12),
2.96 (d, J = 4.9 Hz, 2H przy C7), 2.61 — 2.52 (m, 2H przy C4), 2.40 —
2.32 (m, 2H przy C5), 2.22 — 2.10 (m, 2H przy C10), 1.85 (d, J = 1.4
Hz, 3H przy C6), 1.25 (t J = 7.0, 3H przy C13), 1.02 - 0.89 (m, 3H
przy C11).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, §, ppm)
5166.98 C1,150.45C3, 133.39 C2, 131.74 C9, 126.02 C8, 69.14 C12,
34.46 C5, 25.03 C4, 22.63 C7, 20.63 C10, 15.38 C6, 14.93 C13, 14.36
C11.

HRMS ESI+
m/z [C13H21NO] obliczona 208.1701 znaleziono 208.1698.

4.1.4.10.3 Eter O-propylowy oksymu cis-3-metylo-2-(2-pentenylo)-2-cykopenten-1-onu

Czystos¢: Wydajnos¢:

92.90% 59.56%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 5, ppm)
8 5.41-5.28 (m, 2H przy C8i C9), 3.99 (t, J = 6.7 Hz, 2H przy C12),
2.96 (d, J = 4.9 Hz, 2H przy C7), 2.61 — 2.53 (m, 2H przy C4), 2.40 —
2.31 (m, 2H przy C5), 2.22 — 2.10 (m, 2H przy C10), 1.85 (t, J = 1.3
Hz, 3H przy C6), 1.74 — 1.59 (m, 2H przy C13), 1.03 - 0.86 (m, 6H
przy C11i C14).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 8, ppm)

§166.99 C1, 150.47 C3, 13338 C2, 131.73 C9, 126.01 C8, 75.33 C12,
34.46 C5, 27.58, 25.00 C4, 22.64 C7, 20.63 C10, 15.39 C6, 14.35 C11,
10.54 C14.

HRMS ESI+
m/z [C14H23NO] obliczona 222.1858, znaleziono 222.1856.
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4.1.4.10.4 Eter O-allilowy oksymu cis-3-metylo-2-(2-pentenylo)-2-cykopenten-1-onu

Czystos¢: Wydajnosé:

91.10% 61.72%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 8, ppm)
§6.08 —5.94 (m, 2H przy C13), 5.43 -5.22 (m, 2H przy C8i C9),
5.21-5.12 (m, 1H przy C14), 4.59 — 4.51 (m, 2H przy C12), 2.96
(d, J =5.1 Hz, 2H przy C7), 2.65 — 2.55 (m, 2H przy C4), 2.41 —
2.32 (m, 2H przy C5), 2.23 — 2.08 (m, 2H przy C10),1.85(d, J =
1.4 Hz, 3H przy C6), 0.97 (t, J = 7.5 Hz, 3H przy C11).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

6 167.45 C1, 150.89 C3, 135.09 C13, 133.29 C2, 131.80 C9,
125.94 C8, 116.95 C14, 74.75 C12, 34.49 C5, 25.12 C4, 22.62
C7, 20.63 C10, 15.40 C6, 14.37 C11.

HRMS ESI+
m/z [C14H21NQ] obliczona 220.1701, znaleziono 220.1699.

4.1.4.10.5 Eter O-propargilowy oksymu cis-3-metylo-2-(2-pentenylo)-2-cykopenten-1-onu
Czystosc: Wydajnosé:
96.08% 7.46%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, &, ppm)

85.49 —5.28 (m, 2H przy C8i C9), 4.72 — 4.59 (d, J = 3.9 Hz,
2H przy C12), 3.02 — 2.88 (m, 2H przy C7), 2.70 — 2.56 (m, 2H
przy C4), 2.47 — 2.33 (m, 3H przy C5i C14), 2.22 — 2.06 (m, 2H
przy C10), 1.88 — 1.82 (m, 3H przy C6), 1.02 — 0.82 (m, 3H przy
C11).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, &, ppm)

§168.54 C1, 151.90 C3, 133.14 C2, 131.92 C9, 125.77 C8, 80.63
C14,73.76 C12, 61.28 C13, 34.51 C5, 25.18 C4, 22.61 C7, 20.64
C10, 15.44 C6, 14.37 C11.

HRMS ESI+
m/z [C14H1sNO] obliczona 218.1545, znaleziono 218.1541.

4.1.4.10.6 Eter O-butylowy oksymu cis-3-metylo-2-(2-pentenylo)-2-cykopenten-1-onu
Czystos¢: Wydajnos$é:
91.44% 30.33%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 6, ppm)

8 5.42 -5.29 (m, 2H przy C8i C9), 4.06 (t, J = 6.7 Hz, 2H przy
C12), 2.99 (d, J = 5.1 Hz, 2H przy C7), 2.64 — 2.54 (m, 2H przy
C4),2.41 —2.33 (m, 2H przy C5), 2.20 — 2.10 (m, 2H przy C10),
1.86 (d, J = 2.6 Hz, 3H przy C6), 1.72 — 1.55 (m, 2H przy C13),
1.44-1.31 (m, 2H przy C14),1.03 - 0.83 (m, 6H przy C11i C15).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)
8167.44 Cl1, 151.65 C3,133.31 C2, 131.83 C9, 125.88 C8, 73.71
C12, 34.50 C5, 31.47 C13, 25.17 C4, 22.65 C7, 20.66 C10, 19.33
C14, 15,50 C6, 14.37 C11, 14.11 C15.

HRMS ESI+
m/z [CisH2sNQO] obliczona 236.2014, znaleziono 236.2012.
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4.1.4.10.7 Eter O-amylowy oksymu cis-3-metylo-2-(2-pentenylo)-2-cykopenten-1-onu

Czystosé: Wydajnosé:
93.10% 5.94%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 4, ppm)

8 5.43 —5.29 (m, 2H przy C8i C9), 4.06 (t, J = 6.7 Hz, 2H
przy C12), 3.00 (d, J = 5.1 Hz, 2H przy C7), 2.65 — 2.53 (m,
2H przy C4), 2.45—2.30 (m, 2H przy C5), 2.22 —2.00 (m, 2H
przy C10), 1.86 (d, J = 1.4 Hz, 3H przy C6), 1.72 — 1.58 (m,
2H przy C13), 1.39 - 1.26 (m, 4H przy C14 i C15) 1.03 —0.82
(m, 6H przy C11i C16).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

8 167.59 C1, 152.03 C3, 133.31 C2, 131.87 C9, 125.84 C8,
74.04 C12, 34.52 C5, 29.03 C13, 28.30 C14, 25.22 C4, 22.71
C7, 22.66 C15, 20.66 C10, 15.53 C6, 14.35 C11, 14.16 C16.

HRMS ESI+
m/z [C16H27NQ] obliczona 250.2171, znaleziono 250.2168.

4.1.4.10.8 Eter O-izoamylowy oksymu cis-3-metylo-2-(2-pentenylo)-2-cykopenten-1-onu

15

Czystos¢: Wydajnosé:

93.50% 30.39%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, §, ppm)
8 5.43 - 5.30 (m, 2H), 4.06 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.96 (d, J =
4.9 Hz, 2H), 2.60 — 2.52 (m, 2H), 2.40 — 2.31 (m, 2H), 2.16
(tdd, J=7.5, 6.4, 4.9 Hz, 2H), 1.84 (d, J = 1.4 Hz, 3H), 1.69
(dp, J = 13.3, 6.7 Hz, 1H), 1.59 — 1.49 (m, 3H), 0.98 (t, J =
7.5 Hz, 3H), 0.91 (d, J = 6.6 Hz, 6H).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, , ppm)

5 166.90 C1, 150.40 C3, 133.37 C2, 131.73 C9, 126.03 C8,
72.34 C12, 38.21 C13, 34.45 C5, 25.31 C4, 25.05 C1, 22.85
C7,22.64 C15i C16, 20.64 C10, 15.39 C6, 14.37 C11.

HRMS ESI+
m/z [C16H27NQ] obliczona 250.2171, znaleziono 250.2172.

4.1.4.11 Pochodne oksymu (1R)-(—)-myrtenalu

414111 Eter O-etylowy

karboksyaldehydu

oksymu  (1R)-6,6-dimetylobicyklo[3.1.1]hept-2-en-2-

Czystosé: Wydajnos¢:
99.16% 79.76%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, §, ppm)

8 7.66 (s, 1H przy C10), 5.83-5.77 (m, 1H przy C3), 4.08 (q,
J=7.1Hz, 2H przy C11), 2.82 (td, J = 5.7, 1.5 Hz, 1H przy
C1),2.48-2.36 (m, 3H przy C4i C7), 2.16-2.08 (m, 1H przy
C5), 1.32 (s, 3H przy C8 lub C9), 1.24 (t, J = 7.1 Hz, 3H przy
C12), 1.14 (d, J = 9.0 Hz, 1H przy C7), 0.80 (s, 3H przy C8
lub C9).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, §, ppm)

8 150.00 C10, 143.17 C2, 130.82 C3, 69.38 C11, 40.81 C5,
40.46 C1, 37.73 C6, 32.41 C4, 31.23 C9, 26.09 C8 lub C9,
20.96 C8 lub C9, 14.56 C12.

HRMS ESI+
m/z [C12H17NQO] obliczona 194.1545, znaleziono 194.1548.
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4.14.11.2 Eter
karboksyaldehydu

414113 Eter

karboksyaldehydu
13
\ 11
12

O-allilowy

O-propylowy oksymu (1R)-6,6-dimetylobicyklo[3.1.1]hept-2-en-2-

Czystosé: Wydajnos¢:

98.55% 70.90%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 3, ppm)
8 7.67 (s, 1H przy C10), 5.83-5.86 (m, 1H przy C3), 3.98 (t, J = 6.8
Hz, 2H przy C11), 2.82 (td, J=5.7, 1.5 Hz, 1H przy C1), 2.49 — 2.29
(m, 3H przy C4i C7), 2.16-2.08 (m, 1H przy C5), 1.65 (sex, J = 7.3
Hz, 2H przy C12), 1.31 (s, 3H przy C8 lub C9), 1.14 (d, J=9.0 Hz, 1H
przy C7), 0.92 (t, J = 7.4 Hz, 3H przy C13), 0.80 (s, 3H przy C8 lub
C9).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

0 149.92 C10, 143.19 C2, 130.71 C3, 75.55 C11, 40.81 C5, 40.46 Cl1,
37.72 C6, 32.41 C4, 31.24 C7, 26.09 C8 lub C9, 22.37 C12, 20.96 C8
lub C9, 10.46 C13.

HRMS ESI+
m/z [C13H19NO] obliczona 208.1701, znaleziono 208.1703.

oksymu  (1R)-6,6-dimetylobicyklo[3.1.1]hept-2-en-2-
Czystosé: Wydajnos¢:
99.40% 61.12%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 8, ppm)

8 7.70 (s, 1H przy C10), 6.05-5.91 (m, 1H przy C12), 5.85-5.78 (m,
1H przy C3), 5.29 (dg, J = 17.3, 1.6 Hz, 1H przy C13), 5.19 (dg, J =
10.4, 1.3 Hz, 1H przy C13), 4.54 (dt, J = 5.8, 1.4 Hz, 2H przy C11),
2.81 (td, J = 5.7, 1.5 Hz, 1H przy C5), 2.48 — 2.30 (m, 3H przy C4 i
C7), 2.16-2.07 (m, 1H C5), 1.32 (s, 3H przy C8 lub C9), 1.14 (d, J =
9.0 Hz, 1H przy C7), 0.80 (s, 3H przy C8 lub C9).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

8 150.45 C10, 143.05 C2, 134.12 C12, 131.22 C3, 117.81 C13, 74.87
C11, 40.78 C5, 40.44 C1, 37.73 C6, 32.45 C4, 31.22 C7, 26.08 C8 lub
C9, 20.95 C8 lub C9.

HRMS ESI+
m/z [C13H17NO] obliczona 206.1545, znaleziono 206.1548.

414114 Eter O-propargilowy oksymu (1R)-6,6-dimetylobicyklo[3.1.1]hept-2-en-2-

karboksyaldehydu

Czystos¢: Wydajnos$é:
97.08% 46.56%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 3, ppm)

8 7.70 (s, 1H przy C10), 5.89-5.83 (m, 1H przy C3), 4.64 (d, J = 2.4
Hz, 2H przy C11), 2.82 (td, J = 5.6, 1.5 Hz, 1H przy C1), 2.48 — 2.39
(m, 3H przy C4 i C7), 2.39 — 2.30 (m, 1H przy C13), 2.17 — 2.08 (m,
1H przy C5), 1.32 (s, 3H przy C8 lub C9), 1.14 (d, J = 9.0 Hz, 1H przy
c7), 0.80 (s, 3H przy C8 lub C9).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, §, ppm)
§ 151.41 C10, 142.71 C2, 132.28 C3 , 74.54 C12, 61.42 C11, 40.73
C5, 40.41 C1, 37.71 C6, 32.51 C4, 31.20 C7, 26.06 C8 lub C9, 20.95
C8 lub C9.

HRMS ESI+
m/z [C13H17NO] obliczona 204.1388, znaleziono 204.1391.
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414115 Eter O-butylowy oksymu (1R)-6,6-dimetylobicyklo[3.1.1]hept-2-en-2-
karboksyaldehydu
Czystosé: Wydajnos¢:
97.68% 78.16%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 5, ppm)
13 8 7.66 (s, 1H przy C10), 5.83-5.76 (m, 1H przy C3), 4.03 (t, J =
14 11 6.7 Hz, 2H przy C11), 2.82 (td, J = 5.7, 1.5 Hz, 1H przy C1), 2.48

13 —2.29 (m, 3H przy C4 i C7), 2.16 — 2.07 (m,1H przy C5), 1.69 —
1.53 (m, 2H przy C12), 1.44 — 1.31 (m, 2H przy C13), 1.32 (s, 3H
przy C8 lub C9), 1.14 (d, J = 9.0 Hz, 1H przy C7), 0.92 (t, J = 7.4
Hz, 3H przy C14), 0.80 (s, 3H przy C8 lub C9).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

4 149.89 C10, 143.20 C2, 130.66 C3, 73.78 C11, 40.81 C5, 40.46
C1, 37.72 C6, 32.41 C4, 31.24 C7, 31.18 C7, 26.09 C8 lub C9,
20.96 C8 lub C9, 19.25 C13, 14.02 C14.

HRMS ESI+
m/z [C14H23NO] obliczona 222.1858, znaleziono 222.1854.

4.1.4.12 Pochodne oksymu (S)-(-)-perylaldehydu 16

4.1.4.12.1 Eter O-etylowy oksymu (S)-4-izopropenylo-cyklohekseno-1-karboksyaldehydu
Czystosé: Wydajnos¢:
98.81% 47.87%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 3, ppm)
12 87.65(s, 1Hprzy C7),5.99-5.92 (m, 1H przy C2), 4.76 — 4.68 (m,

N/OV 2H przy C9), 4.09 (q, J = 7.0 Hz, 2H przy C11), 2.52-2.40 (m, 1H
6 | 1 przy C4), 2.36 — 2.00 (m, 4H przy C3 i C6), 1.91 — 1.81 (m, 1H
5 7 przy C5), 1.73 (s, J = 1.1 Hz, 3H przy C10), 1.55-1.37 (m, 1H przy

. 1 C5), 1.25 (t, J = 7.0 Hz, 3H przy C12).

9

8 3 2 13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)
6 151.49 C7, 149.37 C8, 134.55 C2, 132.91 C1, 109.08 C9, 69.36
10 C11, 41.01 C3, 31.41 C6, 26.95 C5, 24.02 C4, 20.83 C10, 14.61

97 Ci2.
HRMS ESI+

m/z [C12H1sNO] obliczona 194.1545, znaleziono 194.1548.

4.1.4.12.2 Eter O-propylowy oksymu (S)-4-izopropenylo-cyklohekseno-1-

karboksyaldehydu
Czystosé: Wydajnosé:
98.18% 62.16%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 5, ppm)
12 §7.66 (s, 1H przy C7), 5.99-5.91 (m, 1H przy C2), 4.76 — 4.68 (m,
LO_~_  2HprzyC9),3.99 (t J = 6.7 Hz, 2H przy C11), 2.52 — 2.41 (m, 1H
|N 11 13 przy C4), 2.35 - 2.00 (m, 4H C3i C6), 1.92 — 1.81 (m, 1H przy

7 C5), 1.73 (d, J = 2.4 Hz, 3H przy C10), 1.71 — 1.59 (m, 2H przy
1 C13), 1.54 — 1.39 (m, 1H przy C5), 0.93 (t, J = 7.4 Hz, 3H przy
9 4 C13).
2
8 3 13C NMR (100 MHz, CDCI3, &, ppm)
10 5 151.41 C7,149.37 C8, 134.47 C2, 132.92 C1, 109.07 C9, 75.53
98 C11, 41.02 C3, 31.41 C6, 26.95 C5, 24.03 C4, 22.41 C12, 20.83

C10, 10.44 C13.

HRMS ESI+
m/z [C13H21NO] obliczona 208.1701, znaleziono 208.1705.
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4.1.4.12.3 Eter O-allilowy oksymu (S)-4-izopropenylo-cyklohekseno-1-karboksyaldehydu

Czystos¢: Wydajnos¢:
97.60% 50.55%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 8, ppm)
§7.69 (s, 1H przy C7), 6.06 — 5.92 (m, 2H przy C2 i C12),
o. 2 5.34-5.16 (M, 2H przy C13), 4.77 — 4.68 (m, 2H przy C9),
NN 4.58 — 452 (m, 2H przy C11), 2.51 — 2.39(m, 1H przy C4),
6 | noo13 2.35 — 2.00 (m, 4H C3 i C6), 1.91 — 1.81(m, 1H przy C5),
7 1.73 (t, J = 1.1 Hz, 3H przy C10), 1.56 — 1.38 (m, 1H przy

o 4 C5).

8 3 13C NMR (100 MHz, CDCI3, 8, ppm)
5151.98 C7, 149.33 C8, 134.96 C2, 134.25 C12, 132.79C1,
117.78 C13, 109.10 C9, 74.84 C11, 40.98 C3, 31.43 C6,
99 26.92 C5, 23.99 C4, 20.84 C10.

HRMS ESI+
m/z [C13H19NO] obliczona 206.1545, znaleziono 206.1541.

414124  Eter  O-propargilowy  oksymu  (S)-4-izopropenylo-cyklohekseno-1-
karboksyaldehydu
Czystos¢: Wydajnosé:
95.03% 44.70%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 8, ppm)
12 13 8 7.69 (s, 1H przy C7), 6.05 —5.97 (m, 1H przy C2), 4.77—

/o/// 4.68 (M, 2H przy C9), 4.67 — 4.61 (m, 2H przy C11), 2.52 -
N™ 3 2.41 (m, 2H przy C4 i C16), 2.36 — 2.01 (m, 4H przy C3 i
| C6), 1.91 — 1.81 (m, 1H przy C5), 1.73 (t, J = 1.1 Hz, 3H
7 przy C10), 1.57 —1.39 (m, 1H przy C5).

2 13C NMR (100 MHz, CDCI3, 5, ppm)

§ 152.98 C7, 149.25 C8, 135.98 C2, 132.54 C1, 109.16 C9,
10 79.78 C13, 74.45 C11, 61.41 C12, 40.91 C3, 31.46 C6,
100 26.86 C5, 23.92 C4, 20.83 C10.

HRMS ESI+
m/z [C13H17NQO] obliczona 204.1388, znaleziono 204.1386.

4.1.4.12.5 Eter O-butylowy oksymu (S)-4-izopropenylo-cyklohekseno-1-karboksyaldehydu

Czystos¢: Wydajnosé:

97.11% 52.55%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, §, ppm)
87.65 (s, 1H przy C7), 5.99 —5.91 (m, 1H przy C2), 4.76 —
4.68 (m, 2H przy C9), 4.04 (t, J = 6.7 Hz, 2H przy C11),
2.52 —2.41 (m, 1H przy C4), 2.35 —2.00 (m, 4H przy C3 i
C6), 1.91 — 1.81 (m, 1H przy C5), 1.68 — 1.29 (m, 8H przy
C5, C10, C12i C13), 0.92 (t, J = 7.4, 3H przy C14).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)
6 151.38 C7, 149.39 C8, 134.46 C2, 132.92 C1, 109.07 C9,
73.76 C11,41.02 C3, 31.41 C6, 31.24 C12, 26.96 C5, 24.03
101 C4, 20.84 C10, 19.23 C13, 14.01 C14.

HRMS ESI+
m/z [C14H23NO] obliczona 222.1858, znaleziono 222.1852.
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4.1.4.12.6 Eter O-amylowy oksymu (S)-4-izopropenylo-cyklohekseno-1-karboksyaldehydu
Czystosé: Wydajnosé:
97.90% 60.09%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 3, ppm)
8 7.65 (s, 1H przy C7), 5.99 —5.92 (m, 1H przy C2), 4.76
12 14 —4.68 (m, 2H przy C9), 4.03 (t, J = 6.8 Hz, 2H przy C11),
2.52 —2.39 (m, 1H przy C4), 2.35 —2.00 (m, 4H przy C3 i
6 | 113 15 (g),1.91 - 1.81 (m, 1H przy C5), 1.74 (s, 3H przy C10),
5 7 1.70-1.39 (m, 3H przy C5i C12), 1.38 — 1.25 (m, 4H przy
o 4 ! C13iC14), 0.95 — 0.82 (m, 3H przy C15).

8 3 13C NMR (100 MHz, CDCI3, 3, ppm)
0 151.39C7,149.39 C8, 134.47 C2, 132.92 C1, 109.08 C9,
74.05 C11, 41.02 C3, 31.41 C6, 28.84 C12, 28.20 C13,
102 26.95 C5, 24.03 C4, 22.61 C14, 20.84 C10, 14.12 C15.

HRMS ESI+
m/z [C1sH2sNQ] obliczona 236.2014, znaleziono 236.2016.

4.1.4.12.7 Eter  O-izoamylowy  oksymu (S)-4-izopropenylo-cyklohekseno-1-

karboksyaldehydu
Czystosé: Wydajnosé:
97.80% 57.56%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 5, ppm)
12 44 07.65 (s, 1H przy C7), 5.99 — 5.92 (m, 1H przy C2), 4.76 -

4.68 (m, 2H przy C9), 4.07 (t, J = 6.9 Hz, 2H przy C11), 2.52

13 —2.40 (m, 1H przy C4), 2.35 — 2.00 (m, 4H przy C3 i C6),

1.91-1.81 (m, 1H przy C5), 1.77 — 1.61 (m, 4H przy C10i
C13), 1.60 — 1.51 (m, 2H przy C12), 1.51 — 1.39 (m, 1H przy
C5),0.91 (d, J = 6.6 Hz, 6H przy C14 i C15).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, §, ppm)

§ 151.38 C7, 149.39 C8, 134.48 C2, 132.91 C1, 109.08 C9,

103 72.51 C11, 41.02 C3, 37.90 C13, 31.41 C6, 26.95 C5, 25.15
C12, 24.03 C4, 22.75 C14 i C15, 20.84 C10.

HRMS ESI+
m/z [CisH2sNO] obliczona 236.2014, znaleziono 236.2016.

4.1.4.13 Pochodne oksymu piperytonu 18

4.1.4.13.1 Eter O-etylowy oksymu 6-izopropylo-3-metylo-2-cykloheksen-1-onu
Czystos¢: Wydajnos¢:
90.02% 72.29%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, , ppm)
10 8 6.46 (s, 1H przy C2), 4.14-4.07 (m, 2H przy C11) 2.00-
E 1.94 (m, 4H przy C4 i C5), 1.85 (s, 3H przy C10), 1.84-1.81
2 3 (m, 1H przy C7) 1.29 (s, 3H przy C12), 1.30-1.26 (m, 1H
4 przy C6), 0.93-0.98 (dd, J=3,36 i J=6,66, 6H przy C8 i C9).

~
\/O\N > 13C NMR (100 MHz, CDCI3, §, ppm)
5 155.71 C1, 148.21 C3, 113.25 C2, 68.86 C11, 43.97 C6,
7 37.46 C4, 28.32 C7, 26.78 C5, 24.01 C10, 20.77 C8 i C9,
14.60 C12.

HRMS ESI+
m/z [C12H21NO] obliczona 196.1701, znaleziono 196.1704.
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4.1.4.13.2 Eter O-propylowy oksymu 6-izopropylo-3-metylo-2-cykloheksen-1-onu

Czystosc: Wydajnosé:
92.61% 64.24%
1H NMR (600 MHz, CDCI3, 8, ppm)
10 5: 6.46 (s, 1H przy C2), 4.05-4.00 (m, 2H przy C11), 2.05-1.94 (m,
: 4H przy C4 i C5), 1.86 (s, 3H przy C10), 1.85-1.80 (m, 4H przy C7 i
P C12), 1.72-1.67 (m, 1H przy C6), 0.96-0.93 (dd, J=7.44 i J=6.54,
" 4 6Hprzy C8i C9) 0.92-0.89 (t, 3H przy C13).
~
1 O <% 13C NMR (100 MHz, CDCI3, 3, ppm)
8 M §155.73 C1, 148.10 C3, 113.24 C2, 75.12 C11, 43.96 C6, 37.47 C4,
o~ 7T,  2832C7,26.79C5,2402 C10, 22,57 C12, 20.77 CB i €9, 10.39
C13.
105
HRMS ESI+

m/z [Ci3H23NO] obliczona 210.1858 znaleziono 210.1854.

4.1.4.13.3 Eter O-allilowy oksymu 6-izopropylo-3-metylo-2-cykloheksen-1-onu
Czystosc: Wydajnosé:
90.05% 52.44%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 8, ppm)
10 $ 6.49 (s, 1H przy C2), 6.06-6.01 (m, 1H przy C12), 5.34 (d, J=1.68,
2H przy C13), 4.60-4.59 (d, J=1.38, 2H przy C11) 2.05-1.96 (m,

3 5H przy C4, C5i C7), 1.86 (s, 3H C10) 1.84-1.80 (m, 1H przy C6)
2 4 0.98-0.93 (dd, 6H, J=6,72 i J=6.66 przy C8 i C9).

—
/\/O\N 5 13C NMR (100 MHz, CDCI3, §, ppm)
5 156.26 C1, 148.53 C3, 134.87 C12, 119.73 C13, 113.24 C2, 74.34
7 C11, 43.89 C6, 37.57 C4, 28.33 C7, 26.78 C5, 24.03 C10, 20.77 C8 i

9 8
106 Co.

HRMS ESI+
m/z [C13H21NQ] obliczona 208.1701, znaleziono 208.1706.

4.1.4.13.4 Eter O-propargilowy oksymu 6-izopropylo-3-metylo-2-cykloheksen-1-onu

Czystosé: Wydajnos$é:
90.51 32.91%

1H NMR (600 MHz, CDCI3, 5, ppm)

10 8 6.46 (s, 1H przy C2), 4.64 (t, 2H przy C11), 2.45 (s, 1H przy C13),

I3 2.07-2.01 (m, 2H przy C4), 1.98-1.93 (m, 2H przy C5), 1.86 (s, 3H

2 4 przy C10) 1.70-1.66 (m, 1H przy C7), 1.28—_1.26 (m, 1H przy C6)
13%0\ P . 0.98-0.94 (dd, J=6.72 i J=6.66, 6H przy C8 i C9).

;7 N 6 13C NMR (140 MHz, CDCI3, §, ppm)

8 157.24 C1, 149.28 C3, 113.10 C2, 80.45 C13, 73.86 C11, 60.91

97 T g C14, 43.78 C6, 37.59 C4, 28.34 C7, 26.71 C5, 24.34 C10, 20.75 C8 i
Co.

HRMS ESI+
m/z [C13H1sNO] obliczona 206.1545, znaleziono 206.1554.
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4.1.4.14 Pochodne oksymu safranalu 10

4.1.4.14.1 Eter O-propylowy oksymu 2,3-dihydro-2,2,6-trimetylobenzaldehydu
Czystos¢: Wydajnosé:
93.47% 48.48%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, §, ppm)
11 13 9797 (s, IHprzy C10),5.87~577 (m, 2H przy C2i C3), 4.03 (t, J =
10 No~_~ 6.8, 2H przy C11), 2.13 - 2.06 (m, 2H przy C4), 1.89 (s, 3H przy C7),
=~ 0 1.76 — 1.62 (m, 2H przy C12), 1.11 (s, 6H przy C8 i C9), 0.94 (t, J =

9 12
. 6 7 7.4, 3H przy C13).
! 13C NMR (100 MHz, CDCI3, §, ppm)
4 2 8 147.59 C10, 133.33 CI, 131.63 C6, 129.52 C2, 127.83 C3, 75.49
3 C11, 40.33 C4, 33.56 C5, 26.79 C8i C9, 22.63 C12, 19.39 C7, 10.40
108 C13.

HRMS ESI+
m/z [C13H21NO] obliczona 208.1701, znaleziono 208.1703.

4.1.4.14.2 Eter O-allilowy oksymu 2,3-dihydro-2,2,6-trimetylobenzaldehydu
Czystosc: Wydajnosé:
96.56% 70.73%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 6, ppm)
§ 8.00 (s, 1H przy C10), 6.09 — 5.95 (m, 1H przy C3), 5.83 (m, 2H
11 13 przy C12), 5.34 -5.18 (m, 2H przy C2), 4.61-4.55 (m, 2H przy C13),
10 N \O/\/ 2.09 (d, J = 2.8 Hz, 2H przy C4), 1.89 (s, 3H przy C7), 1.11 (s, 6H
9 12 przy C8i C9).

4 ) 13C NMR (100 MHz, CDCI3, §, ppm)
3 § 148.20 C10, 134.51 C12, 133.74 C1, 131.44 C6, 129.50 C2, 128.04

109 C3,117.82 C13,74.83 C11, 40.33 C4, 33.55 C5, 26.78 C8 i C9, 19.42
C7.

HRMS ESI+
m/z [C13H1sNO] obliczona 206.1545, znaleziono 206.1539.

4.1.4.14.3 Eter O-propargilowy oksymu 2,3-dihydro-2,2,6-trimetylobenzaldehydu

Czystos¢: Wydajnos¢:
96.00% 60.95%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 6, ppm)
R o §8.01 (s, 1H przy C10), 5.91-5.79 (m, 2H przy C2 i C3), 4.68 (d, J =
° z o/\ 2.4, 2H przy C11), 2.45 (t, J = 2.4, 1H przy C13), 2.10 (d, J = 3.7 Hz,
6 7 13 2H przy C4), 1.90 (s, 3H przy C7), 1.12 (s, 6H przy C8 i C9).
8
1 13C NMR (100 MHz, CDCI3, 8, ppm)
4 2 6 149.26 C10, 134.57 C1, 131.10 C6, 129.43 C2, 128.46 C3, 79.92
3 C13,74.35C12,61.36 C11, 40.32 C4, 33.52 C5, 26.75 C8 i C9, 19.43
C7.
110
HRMS ESI+

m/z [C13H20NO] obliczona 204.1388, znaleziono 204.1391.
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4.1.4.15 Pochodne oksymu p-tolualdehydu 3

4.1.4.15.1 Eter O-butylowy oksymu 4-metylobenzaldehydu

N 9 11
7= \O/\/\
1 10 12

111

Czystosc: Wydajnosé:
97.90% 39.57%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 5, ppm)
0 8.34 (s, 1H, przy C8), 7.69 (d, J = 1.6 Hz, 2H przy C2i C6 lub C3 i
C5), 7.20 (d, 2H przy C2i C6 lub C3i C5), 4.18 (t, J = 6.7 Hz, 2H
przy C9), 2.40 (s, 3H przy C8), 1.76 — 1.64 (m, 2H przy C10), 1.50 —
1.36 (m, 2H przy C11), 0.96 (t, J = 7.4 Hz, 3H przy C12).

13C NMR (CDCI3, 100 MHz, CDCI3, &, ppm)
§ 147.19 C7, 136.70 C4, 130.84 C3, 130.74 Cl1, 129.52 C5, 126.75
C2,126.20 C6, 74.18 C9, 31.34 C10, 19.88 C8, 19.24 C11, 14.03 C12.

HRMS ESI+
m/z [C12H17NO] obliczona 192.1388 znaleziono 192.1384.

4.1.4.15.2 Eter O-amylowy oksymu 4-metylobenzaldehydu

112

Czystos¢: Wydajnosé:

98.38% 28.21%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 5, ppm)
6 8.04 (s, 1H przy C7), 7.49 — 7.43 (d, J = 1,6 Hz, 2H przy C2 i C6
lub C3i C5), 7.16 (d, J = 7.9 Hz, 2H przy C2 i C6 lub C3i C5), 4.14
(t, J = 6.8 Hz, 2H przy C9), 2.35 (s, 3H przy C8), 1.70 — 1.62 (m, 2H
przy C10), 1.44 — 1.28 (m, 4H przy C11 i C12), 0,92 (t, J = 7.0 Hz,
3H przy C13).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, &, ppm)

5 148.36 C7, 139.92 C4, 129.75 C1, 129.48 C2 i C6 lub C3 i C5 ,
127.00 C2 1 C6 lub C3 i C5, 74.41 C9, 28.92 C10, 28.20 C11, 22.62
C12, 21.53 C8, 14.14 C13.

HRMS ESI+
m/z [C13H19NO] obliczona 206.1545, znaleziono 206.1549.

4.1.4.15.3 Eter O-izoamylowy oksymu 4-metylobenzaldehydu

113

Czystos¢: Wydajnos¢:
97.02% 36.65%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 6, ppm)
0 8.03 (s, 1H przy C7), 7.46 (d, J = 1.6 Hz, 2H przy C2i C6 lub C3 i
C5),7.16(d,J=7.9Hz,2H przy C2i C6 lub C3i C5), 4.18 (t, J =
6.9 Hz, 2H przy C9), 2.35 (s, 3H przy C8), 1.81 — 1.67 (m, 1H przy
C11), 1.60 (t, J = 6.9 Hz, 2H przy C10), 0.94 (d, J = 6.6 Hz, 6H przy
C12i C13).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, §, ppm)

5 148.35 C7, 139.93 C4, 129.74 C1, 129.48 C2 i C6 lub C3 i C5,
127.00 C2i C6 lub C3 i C5, 72.88 C9, 37.96 C10, 25.15 C11, 22.76
C13iC14, 2153 C8.

HRMS ESI+
m/z [C13H1sNO] obliczona 206.1545, znaleziono 206.1547.
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4.1.4.16 Pochodne oksymu m-tolualdehydu 4

4.1.4.16.1 Eter O-propylowy oksymu oksymu 3-metylobenzaldehydu

N 9 11
oY

Czystos¢: Wydajnosé:

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 3, ppm)

8 8.05 (s, 1H przy C7), 7.41 (s, 1H przy C2), 7.38 — 7.11 (m, 3H przy
C4,C5iC6), 4.12 (t, J = 6.7 Hz, 2H przy C9), 2.35 (s, 3H przy C8),
1.82 - 1.67 (m, 2H przy C10), 0.97 (t, J = 7.4 Hz, 3H przy C11).

13C NMR (CDCI3, 100 MHz, CDCI3, 8, ppm)

8 148.54 C7, 138.47 C3, 132.45 C1, 130.60 C4, 128.65 C5, 127.37
C2, 124.47 C6, 75.96 C9, 22.50 C10, 21.40 C8, 10.44 C11.
HRMS ESI+

m/z [C11H1sNO] obliczona 178.1232, znaleziono 178.1234.

4.1.4.16.2 Eter O-butylowy oksymu 3-metylobenzaldehydu

9 11
7 /N\O/\/\
1 10 12
6 2
° 3
4 8
115

Czystosc¢: Wydajnos¢:
99.49% 33.57%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 5, ppm)
0 7.99 (s, 1H przy C7), 7.35 (s, 1H przy C2), 7.23 (d, J = 2.0 Hz, 1H
przy C6), 6.99 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H przy C5), 6.83 (d, J = 8.2 Hz,
1H przy C4), 4.14 (t, J = 6.7 Hz, 2H przy C9), 3.90 (d, J = 10.4 Hz,
3H przy C8), 1.79 — 1.62 (m, 2H przy C10), 1.49 — 1.34 (m, 2H przy
C11), 0.99 — 0.79 (m, 3H przy C12).

13C NMR (CDCI3, 100 MHz, CDCI3, 8, ppm)

8 150.62 C3, 149.34 C1, 148.16 C7, 125.50 C2, 121.59 C5, 110.77
C4, 108.03 C6, 55.99 C9, 31.29 C10, 29.79 C11, 19.24 C8, 14.03
C12.

HRMS ESI+

m/z [C12H17NO] obliczona 192.1388, znalezion0192.1389.

4.1.4.16.3 Eter O-amylowy oksymu 3-metylobenzaldehydu

9 11 13
7 /N\O/\/\/
10 12
1
6 2
5 3
4 8
116

Czystosc¢: Wydajnos¢:
99.28% 26.04%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 3, ppm)

0 8.04 (s, 1H, przy C7), 7.41 (s, 1H przy C2),7.34(d, J =7.7 Hz, 1H
przy C6), 7.24 (t, J =7.6 Hz, 1H przy C5), 7.16 (d, J = 7.5 Hz 1H przy
C4), 4.15 (t, J = 6.7 Hz, 2H przy C9), 2.35 (s, 3H, przy C8), 1.77 —
1.65 (m, 2H, przy C10), 1.37 (m, 4H przy C11i C12), 0.95 (m, 3H,
przy C13).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, &, ppm)

§ 148.51 C7, 138.47 C3, 132.46 C1, 130.59 C4, 128.65 C2, 127.37
C5, 124.46 C6, 74.48 C9, 28.92 C10, 28.19 C11, 22.62 C12, 21.40
C8, 14.14 C13.

HRMS ESI+
m/z [C13H1sNO] obliczona 206.1545, znaleziono 206.1549.
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4.1.4.16.4 Eter O-izoamylowy oksymu 3-metylobenzaldehydu

Czystosc: Wydajnosé:
99.37% 29.01%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 3, ppm)
13 6 8.03 (s, 1H przy C7), 7.41 (s, 1H przy C2), 7.34 (d, J = 7.5 Hz, 1H

przy C6), 7.24 (t, J = 7.6 Hz, 1H przy C5), 7.17 (d, 1H przy C4), 4.19
(t, J = 6.9 Hz, 2H przy C9), 2.35 (s, 3H, przy C8), 1.82 — 1.67 (m, 1H

12 przy C11), 1.60 (g, J = 6.9 Hz, 2H przy C10), 0.94 (d, J = 6.6 Hz, 6H
przy C12 i C13).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

0148.49 C7,138.47 C3, 132.46 C1, 130.59C4, 128.65 C2, 127.37 C5,
124.46 C6, 72.96 C9, 37.96 C10, 25.16 C11, 22.76 C12 i C13, 21.40
C8.

HRMS ESI+
m/z [C13H1sNQO] obliczona 206.1545, znaleziono 206.1550.

4.1.4.17 Pochodne oksymu o-tolualdehydu 5
4.1.4.17.1 Eter O-butylowy oksymu 2-metylobenzaldehydu

Czystosc: Wydajnosé:
95.17% 28.27%
o 1 1H NMR (400 MHz, CDCI3, 8, ppm)
N 5 8.04 (s, 1H przy C7), 7.46 (d, 1H przy C6), 7.26-7.11 (m, 3H przy
77 07NN G341 CS), 405 (t, )= 6.7 Hz, 2H pray C9), 235 (s, 3H przy C8),
1 g 0 1.72-1.62 (m, 2H przy C10), 1.49 — 1.35 (m, 2H przy C11), 0.95 (t, J
6 5 = 7.4 Hz, 3H przy C12).

5 3 13C NMR (100 MHz, CDCI3, 5, ppm)

4 5 148.33 C7, 139.89 €2, 129.78 Cl1, 129.47 C3,C4 i C5, 126.98 C6,
118 74.11 C9, 31.31 C10, 21.52 C8, 19.23 C11, 14.03 C12.

HRMS ESI+
m/z [C12H17NO] obliczona 192.1388, znaleziono 192.1391.

4.1.4.17.2 Eter O-amylowy oksymu 2-metylobenzaldehydu
Czystos¢: Wydajnos$é:
97.23% 66.25%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 5, ppm)
8 8.34 (s, 1H przy C7), 7.69 (d, 1H przy C6), 7.34 — 7.13 (m, 3H przy

N. /9\/”\/13 C3,C4 i C5), 4.17 (t, J = 6.8 Hz, 2H przy C9), 2.41 (s, 3H przy C8),
"~ "0 10 12 1.79 — 1.66 (m, 2H przy C10), 1.45 — 1.30 (m, 4H przy C11 i C12),
1 8 0.97 - 0.85 (m, 3H przy C13).
6
2 13C NMR (100 MHz, CDCI3, 8, ppm)
5 3 5 147.20 C7, 136.70 C2, 130.84 C6, 130.74 C1, 129.52 C3, 126.76
4 C6, 126.20 C5, 74.48 C9, 28.94 C10, 28.20 C11, 22.63 C12, 19.88
119 C8, 14.13 C13.
HRMS ESI+

m/z [C13H1sNO] obliczona 206.1545, znaleziono 206.1550.
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4.1.4.17.3 Eter O-izoamylowy oksymu 2-metylobenzaldehydu

Czystosc: Wydajnosé:

97.90% 59.99%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, 3, ppm)
8 8.33 (s, 1H przy C7), 7.69 (dd, J = 7.6, 1.5 Hz, 1H przy C6), 7.29 —
7.13 (m, 3H przy C3,C4i C5), 4.21 (t, J = 6.9 Hz, 2H przy C9), 2.40
(s, 3H przy C8), 1.83-1.68 (m, 1H, C11), 1.61 (q, J = 6.9 Hz, 2H przy
C10), 0.95 (d, J = 6.6 Hz, 6H przy C12 i C13).
13C NMR (100 MHz, CDCI3, 5, ppm)
6 147.18 C7, 136.70 C2, 130.84 C6, 130.74 C1, 129.52 C3, 126.75
C6, 126.20 C5, 72.94 C9, 38.00 C10, 25.14 C11, 22.77 C12 i C13,
19.88 C8.

HRMS ESI+
m/z [C13H1sNO] obliczona 206.1503 znaleziono 206.1533.

4.1.4.18 Pochodne oksymu (1S)-(-)-werbenonu 14
4.1.4.14.1 Eter O-metylowy oksymu (1S,5S)-4,6,6-trimetylobicyklo[3.1.1]hept-3-en-2-onu

121

Czystosc: Wydajnosé:
94.68% 44.24%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 9, ppm)

8 6.35-6.2915.75-5.74 (2 xm, 1H przy C3),3.81 (2xd,3H,J=4.4
Hz przy C11), 2.69 —2.51 (2 x m, 2H przy C5i C7), 2.25-2.15 (2 x
m, 1H przy C1), 1.86 (2 x dd, 3H, J = 12.6, 1.6 Hz przy C10), 1.74 —
1.63 (2 x m, 1H przy C7), 1.59-1.39 (2 x m, 3H przy C8 lub C9), 0.88
(2xd, 3H,J=9.9 Hz przy C8 lub C9).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

6 161.73 C4?, 159.39 C4b, 159.00 C22%, 154.39 C2°, 115.69 C3?, 109.98
C3b, 61.43 C11%, 61.35 C11°, 49.39 C1?, 49.13 C5?, 48.39 C1°, 48.02
C5b, 47.24 C6?, 42.19 C6, 37.66 C7?, 36.39 C7°, 26.19 C82 lub C9?,
26.10 C C8° lub C9Y, 23.62 C10?, 23.21 C10°, 22.29 C82 |ub C9?, 21.87
C8P lub C9P.

HRMS ESI+
m/z [C1:H17NO] obliczona 180.1388, znaleziono 180.1389.

4.1.4.14.2 Eter O-etylowy oksymu (1S,5S)-4,6,6-trimetylobicyklo[3.1.1]hept-3-en-2-onu

122

Czystos¢: Wydajnos¢:
92.13% 39.32%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 8, ppm)
8 6.39-6.33i5.75-5.74 (2x m, 1H przy C3), 4.13 -3.98 (2 x m,
2H przy C11), 2.70 — 2.60 (2 x m, 1H przy C7), 2.59 — 2.50 (2 x m,
1H przy C5), 2.25-2.15 (2 x m, 1H przy C1),1.86 (2 x dd, J =
14.0, 1.7 Hz, 3H przy C10), 1.69 (2 x d, J = 8.5 Hz, 1H przy C7),
1.40 (2xd,J=8.1Hz, 5H przy C1i C10), 1.33-1.16 (2x m, 3H
przy C12),0.88 (2 x d, J =10.8 Hz, 6H przy C8i C9).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, §, ppm)

§ 161.49 C42, 159.20 C4b, 158.56 C22, 153.94 C2°, 115.93 C3?,
110.23 C3P, 69.07 C112, 68.96 C11P, 49.39 C1?, 49.13 C5?, 48.47
C1b, 47.89 C5P, 47.12 C6?, 42.27 C6, 37.58 C72, 36.31 C7°, 26.19
C8* lub C9?, 26.13 C8° lub C9°, 23.60 C10?, 23.19 C10°, 22.28 C8?
lub C92, 21.89 C8° lub C9®, 14.65 C12¢, 14.61 C12".

HRMS ESI+
m/z [C12H1sNO] obliczona 194.1545, znaleziono 194.1550.
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4.1.4.14.3 Eter O-propylowy oksymu (1S,5S)-4,6,6-trimetylobicyklo[3.1.1]hept-3-en-2-onu

123

Czystosé: Wydajnosé:
94.33% 31.88%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, §, ppm)
8 6.39-6.33 (m, 1H przy C3), 4.03-3.89 (m, 2H przy C11), 2.73 —
2.51 (m, 2H przy C5i C7), 2.25 — 2.15 (m, 1H przy C1), 1.86 (dd, J
=14.8, 1.6 Hz, 3H przy C10), 1.73 — 1.62 (m, 2H przy C12), 1.67 —
1.57 (m, 1H przy C7), 1.40 (d, J = 8.1 Hz, 3H przy C13), 0.99 — 0.84
(m, 6H przy C8i C9).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

5 161.61 C4?, 159.30 C4°, 158.67 C2?, 154.04 C2°, 115.89 C3?,
110.23 C3%, 75.22 C11%, 75.16 C11°, 49.41 C1?, 49.15 C5?, 48.43
C1°, 47.98 C5P, 47.20 C6?, 42.26 C6", 37.60 C7%, 36.31 C7", 26.20
C8? lub C9?, 26.16 C8° lub C9®, 23.63 C10?, 23.20 C10°, 22.45 C12?,
22.42 C12°,22.28 C8? lub C9? 21.88 C8P lub C9°, 10.49 C13?, 10.41
C13°,

HRMS ESI+
m/z [Ci3H21NQ] obliczona 208.1701, znaleziono 208.1705.

4.1.4.14.4 Eter O-allilowy oksymu (1S,5S)-4,6,6-trimetylobicyklo[3.1.1]hept-3-en-2-onu

124

Czystosé: Wydajnosé:
95.33% 31.88%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, §, ppm)
3 6.41-6.36 (m, 1H C3?%), 6.06-5.90 (2 x m, 2H przy C12), 5.80-5.74
(m, 1H przy C3P), 5.33-5.21 i 5.20-5.12 (2 x m, 2H przy C13), 4.58—
447 (2 xm, 2H przy C11), 2.72 —2.51 (2 x m, 2H przy C5i C7),
2.26-2.13(2xm, 1H przy C1), 1.86 (2 xdd, J =14.7,1.7 Hz, 3H
przy C10), 1.691i 1.59 (2 x d, J = 8.9 Hz, 1H przy C7), 1.40i 0.88 (2
xd,J=8.7Hz, 6H przy C8i C9).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

5 162.03 C4?, 159.75 C4°, 159.00 C22, 154.39 C2°, 134.75 C12?,
134.73 C12° 117.08 C13%,117.00 C13P, 115.77 C3? 110.23 C3°,
74.48 C112 74.39 C11°, 57.68 C1?, 49.40 C5? 49.14 C1", 48.38 C5",
48.11 C6?, 42.35 C6°, 37.68 C72, 36.41 C7°, 26.19 C8? lub C9?,
26.15 C8° lub C9°, 23.64 C10?, 23.22 C10°, 22.31 C8? lub C9?, 21.89
C8° lub C9P.

HRMS ESI+
m/z [C13H1sNO] obliczona 206.1545, znaleziono 206.1548.
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4.1.4.14.5 Eter O-propargilowy oksymu (1S,5S)-4,6,6-trimetylobicyklo[3.1.1]hept-3-en-2-
onu

Czystos¢: Wydajnos¢:

96.62% 39.50%
1H NMR (400 MHz, CDCI3, o, ppm)
§ 6.38-6.36 and 5.80-5.79 (2x m, 1H przy C3), 4.62 (t, J = 2.6 Hz,
2H przy C11), 2.75 — 2.52 (m, 2H przy C5 i C7), 2.46 — 2.40 (m, 1H
przy C15), 2.27 — 2.17 (m, 1H przy C1), 1.87 (dd, J = 12.7, 1.7 Hz,
3H przy C10), 1.72 i 1.61 (2x d, J = 8.7 i J = 8.9 Hz, 1H przy C7),
1.41i0.89 (2xd,J=7.2HziJ=8.3Hz 3H przy C8i C9)

12 13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

— §163.07 C42,160.81 C4°, 159.69 C2?, 155.30 C2°, 115.50 C3? 110.15

T==13 C3% 80.24 C12? 80.17 C12°, 74.17 C11?3 74.08 C11°, 61.06 C13%,
60.95 C13°, 49.39 C1? 49.12 C5?, 48.39 C1°, 48.30 C5", 47.68 C6?,

125 42.44 C6P, 37.80 C7%, 36.57 C7°, 26.19 C8?% lub C9%, 26.13 C8° lub

C9b, 23.65 C10?, 23.25 C10°, 22.27 C8? lub C9?, 21.86 C8° lub C9®.

HRMS ESI+
m/z [C13H17NO] obliczona 204.1388, znaleziono 204.1394.

4.1.4.14.6 Eter O-butylowy oksymu (1S,5S)-4,6,6-trimetylobicyklo[3.1.1]hept-3-en-2-onu
Czystosé: Wydajnosé:
95.30% 25.41%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 5, ppm)

8 6.39-6.32 (m, 1H przy C3), 4.12-3.97 (m, 2H przy C11), 2.79-2.70
(m, 1H przy C7), 2.70 — 2.50 (m, 1H przy C5), 2.28 — 2.17 (m, 1H
przy C1), 1.88 (dd, J = 17.6, 1.6 Hz, 3H przy C10), 1.75 — 1.62 (m,
1H przy C7), 1.66 — 1.51 (m, 2H przy C12), 1.51 — 1.26 (m, 5H przy
C13 i C14), 1.04 — 0.84 (m, 7H przy C8, C9 i C14).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 3, ppm)
» §162.04 C42,160.81 C4° 159.65 C22, 154.90 C2°, 115.64 C3?, 110.15
C3P, 73.68 C11?, 73.62 C11°, 49.49 C1?, 49.19 C5?, 48.61 C1°, 48.26
13 14 C5b, 42.36 C6° 37.93 C7% 36.57 C7%, 31.17 C6P, 26.21 C8? lub C9?,
26.18 C8° lub CO°, 23.76 C10?, 23.28 C10P, 22.27 C8? lub C9?, 21.87
126 C8 lub C9P, 19.30 C13%, 19.25C13P, 14.06 C14a, 14.02 C14b.

HRMS ESI+
m/z [C14H23NO] obliczona 222.1858, znaleziono 222.1852.
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4.1.4.14.7 Eter O-amylowy oksymu (1S,5S)-4,6,6-trimetylobicyklo[3.1.1]hept-3-en-2-onu

127

Czystosé: Wydajnosé:
95.30% 25.41%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 8, ppm)

8 6.39 —6.33 (M, 1H przy C3), 4.07 —3.95 (m, 2H przy C11), 2.70 —
2.64 (m, 1H przy C7), 2.64 — 2.51 (m, 1H przy C5), 2.25 — 2.15 (m,
1H przy C1), 1.86 (dd, J = 14.7, 1.6 Hz, 3H przy C10), 1.72 — 1.57
(m, 1H przy C7), 1.40 (d, J = 8.4 Hz, 2H przy C12), 1.37-1.26 (m,
9H przy C13, C14 i C15), 0.94 — 0.84 (m, 6H przy C8 i C9).

13C NMR (100 MHz, CDCI3, 6, ppm)

5 161.54 C4%,159.18 C4°, 158.46 C2?, 153.90 C2°, 115.94 C3?, 110.26
C3P, 73.77 C11?, 73.71 C11°, 49.40 C1?, 49.14 C5?, 48.47 C1°, 47.89
C5P, 47.14 C6?, 42.27 C6P, 37.56 C7?, 36.28 C7P, 28.87 C12?, 28.83
C12b,28.30 C13?,26.20 C13°, 26.16 C8% lub C9?, 23.62 C10?, 23.20
C10°, 22.63 C14%, 22.59 C14°, 22.30 C8° lub C9°, 21.89 C15?%, 14.15
C15°,

HRMS ESI+
m/z [C1sH2sNO] obliczona 236.2014, znaleziono 236.2010.

4.1.4.14.7 Eter O-izoamylowy oksymu (1S,5S)-4,6,6-trimetylobicyklo[3.1.1]hept-3-en-2-

onu

128

Czystosé: Wydajnosé:
95.31% 34.40%

1H NMR (400 MHz, CDCI3, 6, ppm)
8 6.38 —6.31 (m, 1H przy C3), 4.09 — 3.99 (m, 2H przy C11), 2.70 -
2.50 (m, 1H przy C7), 2.25 - 2.15 (m, 1H przy C1), 1.86 (dd, J =
13.8, 1.6 Hz, 3H przy C10), 1.78 — 1.45 (m, 3H przy C7i C13), 1.40
(d, J=6.7 Hz, 2H przy C12), 0.98 — 0.84 (m, 12H przy C8, C9, C14
i C15).
13C NMR (100 MHz, CDCI3, 8, ppm)
5 161.52 C4?, 159.17 C4P, 158.46 C2?, 153.91 C2P, 115.93 C3?,
110.27 C3b, 72.32 C113, 72.21 C11P, 49.40 C1?, 49.14 C5?, 48.46
C1°, 47.89 C5", 47.14 C6?, 42.30 C6", 37.88 C7?, 36.28 C7°, 26.20
C8?% lub C9?, 25.35 C13%i 13CP, 22.85 C14%i C15%, 22.80 C14° i
C15P, 22.77 C8% lub C9?, 21.89 C8° lub C9P.
HRMS ESI+
m/z [CisH2sNO] obliczona 236.2014, znaleziono 236.2010.
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4.2. Badania nad aktywnoscia przeciwdrobnoustrojowa

4.2.1. Krétka charakterystyka metod oznaczania aktywnos$ci
przeciwdrobnoustrojowej
4.2.1.1. Metoda kragzkowo-dyfuzyjna

Jest to  najpopularniejsza metoda  analizy  iloSciowej  aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej opracowana w latach 40-tych XX w. Wyr6zni¢ mozemy trzy

zasadnicze techniki obejmujace te metode:

e umieszczenie bibutowych krazkéw nasaczonych badang substancja na podtozu
statym z uprzednio wysiang hodowla badanego mikroorganizmu

e wprowadzenie badanej substancji do otworé6w w podtozu statym z uprzednio
wysiang hodowla badanego mikroorganizmu

e wprowadzenie badanego zwigzku do cylindrow znajdujacych si¢ na powierzchni

podtoza statego z uprzednio wysiang hodowla badanego mikroorganizmu [104].

W niniejszej pracy zastosowatam pierwsza metodg, dlatego tez skupi¢ si¢ na jej
doktadniejszym omoéwieniu. Wykorzystuje si¢ tutaj szalki Petriego z odpowiednimi dla
danych mikroorganizméw podlozami statymi, na ktérych wysiewa si¢ mikroorganizmy,
metoda posiewu gladzonego z hodowli pltynnej w okreslonym wcezesniej standardzie (ilosci
komorek na mL). Nastgpnie na tak przygotowana plytke nanosi si¢ uprzednio nasgczony,
znanym stezeniem substancji badanej, krazek bibutowy. Nastepnie ptytki inkubuje si¢ we
wlasciwych warunkach przez okres czasu charakterystyczny dla wzrostu danego
mikroorganizmu. W tym czasie znajdujaca si¢ w podtozu statym woda zaczyna nasgczac
krazek a znajdujaca si¢ na nim substancja badana zaczyna promieni$cie dyfundowaé w
podloze. Stezenie tej substancji jest najwigksze przy brzegach krazka i maleje wraz z
odlegtoscia od niego. W przypadku substancji o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
obserwujemy promieniste strefy zahamowania wzrostu mikroorganizmédw. Im wigksza jest
strefa zahamowania wzrostu mikroorganizmu tym bardziej wrazliwy na dang substancjg jest
mikroorganizm. Do wyznaczenia wielko$ci stref okresla si¢ ich $rednicg, uzywajac w tym
celu linijek, suwmiarek lub czytnikéw automatycznych. W ten sposoéb mozemy okresli¢ czy
dany mikroorganizm jest na dang substancje wrazliwy, srednio wrazliwy lub niewrazliwy

[105].
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Niewatpliwymi zaletami takiego testu jest szybko$¢ i prostota wykonania, niska cena
oraz tatwos$¢ interpretacji wynikow. Niestety metoda ta jest obarczona wieloma wadami.
Przede wszystkim na szybkos$¢ przenikania danej substancji z kragzka do podtoza ma wptyw
jego masa czasteczkowa, rozpuszczalno$s¢ w podtozu statym, jego grubosé, a takze
wlasciwosci dyfuzyjne. Nie da si¢ wiec jednoznacznie okresli¢ st¢zenia danego zwigzku,
ktory dyfundowat do podtoza a tym samym wyznaczy¢ minimalnego st¢zenia hamujacego
wzrost mikroorganizméw (MIC). Nie da si¢ réwniez okresli¢ czy mamy do czynienia z

dziataniem bakteriobdjczym czy bakteriostatycznym danej substancji badanej [104].

4.2.1.2 Metody rozcienczeniowe

W metodach rozcienczeniowych wykorzystuje si¢ zarowno makro- jak i
mikrorozcienczenia. Pozwalajag one na wyznaczenie parametru MIC, ktéry najczesciej
wyraza si¢ w mg/mL lub pg/mL. W badaniu tym najczegsciej przeprowadza si¢ seri¢
dwukrotnych rozcienczen badanej substancji, ktérag mozna prowadzi¢ zarowno w podtozu
statym jak 1 w podlozu ptynnym. W obu przypadkach przygotowuje si¢ okreslone st¢zenia
substancji w podiozu, ktére nastepnie zaszczepia si¢ mikroorganizmem w okreslonym
standardzie. Po okresie inkubacji odczytuje si¢ wynik. W przypadku podtozy stalych
obserwuje si¢ ilos¢ powstalych kolonii na ptytkach, natomiast w przypadku podlozy

ptynnych obserwuje si¢ zmetnienie [106].

Niewatpliwg zaletg testow rozcienczeniowych jest mozliwos¢ ich miniaturyzacji,
zwlaszcza w przypadku hodowli ptynnych. W tym celu wykorzystuje si¢ np. plytki 96-
dotkowe, dzigki temu ogranicza si¢ zuzycie odczynnikow a ponadto mozna wykorzysta¢ do
pomiaréw réznego rodzaju czytniki mikroptytek, ktére przyspieszaja odczyt wynikow.
Ponadto wprowadzi¢ mozna metody kolorymetryczne np. z wuzyciem barwnika

alamarBlue®, ktora szczegdtowo zostanie omowiona w kolejnym podrozdziale [104].

4.2.1.3 Test seryjnych mikrorozcienczen w hodowli ptynnej z alamarBlue®

Odczynnik alamarBlue® jest stosowany w badaniach na probkach biologicznych od
1929 r. Stosowany jest gtownie do oceny zywotnosci komorek zaréwno prokariotycznych
jak 1 eukariotycznych, a takze do oceny cytotoksycznosci. Gléwnym sktadnikiem tego
odczynnika jest resazuryna, ktora jest niebieskim wskaznikiem redox i pozwala na kontrole
cyklu zyciowego komorki oraz apoptozy. Barwnik ten jest nietoksyczny dla komorek, tatwo

przenika przez btony i1 nie rozktada si¢ w pozywce. Na drodze naturalnych procesow
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metabolicznych zachodzacych w komorce ulega on redukcji do silnie fluorescencyjne;,
r6zowej rezorufiny (Schemat 5). Barwnik petni funkcje posredniego akceptora elektrondw i
jest redukowany np. przez NADH, FADH czy NADPH. Resazuryna nie ingeruje w naturalny
transfer elektronow. Wykorzystanie alamarBlue® w testach seryjnych mikrorozcienczen
utatwia odczyt wynikéw. Zmiana barwy z niebieskiej na ré6zowa $wiadczy obecnosci

zywych komorek [107].

S
Q NADH/H+ NAD+H,O
et~ i
HO o) 0 0 0 OH
Resazuryna Rezorufina

Schemat 5 Reakcja przeksztatcenia resazuryny do rezorufiny

Dzigki tej widocznej zmianie w testach jako$ciowych tatwo jest ocenié, przy ktérym
stezeniu dochodzi do $mierci komorek [108]. W testach iloSciowych nalezy zastosowac
odczyt emitowanej fluorescencji probek przy dtugosci fali 590 nm lub odczyt ich absorbancji
przy dtugosciach 570 nm lub 540 nm oraz 600 nm lub 640 nm. Procedura testu jest tozsama
z klasyczng metoda mikrorozcienczen a odczynnik jest dodawany w kolejnym etapie testu.
Ptytki z barwnikiem inkubuje si¢ przez 1-4 h w odpowiednich dla wzrostu
mikroorganizméw temperaturach. Zbyt dtuga inkubacja moze doprowadzi¢ do zaniknigcia
fluorescencji 1 wytworzenia dihydrorezorufinu. Czynnikami wplywajacymi na falszywe
wyniki testu moga by¢: parowanie probek, pH poza 7.0 1 7.4, $wiatlo, a takze niezachowanie
sterylnosci. Do innych czynnikéw istotnych przy wykonywaniu tego testu zaliczy¢ mozna
dobranie odpowiedniej fazy wzrostu mikroorganizméw. Powinny one znajdowac si¢ w fazie
wyktadniczej [107]. Metoda ta zostata przeze mnie wykorzystana w celu wyznaczenia

parametru MIC.

4.2.2. Cze$¢ doswiadczalna
4.2.2.1. Materiaty 1 metody

Wszystkie badane substancje zostaly rozpuszczone w DMSO w stezeniu
wyjsciowym 30 mg/mL. Odczynnik alamarBlue® zostat pozyskany z Bio-Rad-Antibodies
UK. Krazki bibutowe wraz z antybiotykami pochodzity z firmy Biomaxima. Mikroptytki
96-dotkowe otrzymano z NEST Biotechnology Co., Ltd. Chiny.
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Mikroorganizmy testowe pochodzily z nastepujacych firm: Enterococcus hirae
(ATCC 10541) (MediMark), Bacillus cereus (ATCC 10876) (TCS), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) (MediMark), Kocuria rhizophila (ATCC 9341)(Mecconti s.a.r.l.),

Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228)(Mecconti s.a.r.l.), Escherichia coli
(ATCC 10536) (MediMark), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) (TCS), Legionella
pneumophila (ATCC 33152) (TCS), Enterobacter aerogenes (ATCC 13048)(Mecconti
s.a.r.l.), Klebsiella pneumoniae (ATCC 12883)(Mecconti s.a.r.1.), Pseudomonas fluorescens
(ATCC 13525)(Mecconti s.a.r.l.), Pseudomonas putida (ATCC 49128)(Mecconti s.a.r.l.),
Enterobacter gergoviae (ATCC 33028) (Mecconti s.a.r.l.), Burkholderia cepacia (ATCC
25416)(Mecconti s.a.r.l.), Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404) (MediMark), Candida
albicans (ATCC 10231) (MediMark), Aspergillus fumigatus (ATCC 204305) (Mecconti
s.a.r.l.), Candida parapsilosis (ATCC 22019) (Mecconti s.a.r.l.), Talaromyces pinophilus
(ATCC 36839)(DSMZ).

Tab. 8 Optymalne temperatury hodowli poszczegdInych mikroorganizméw

Mikroorganizm Temperatura hodowli [°C]
Enterococcus hirae 37
Bacillus cereus 37
Staphylococcus aureus 37
Kocuria rhizophila 30
Staphylococcus epidermidis 37
Escherichia coli 37
Pseudomonas aeruginosa 30
Legionella pneumophila 37
Enterobacter aerogenes 30
Klebsiella pneumoniae 37
Pseudomonas fluorescens 26
Pseudomonas putida 30
Enterobacter gergoviae 37
Burkholderia cepacia 30
Aspergillus brasiliensis 20-25
Candida albicans 24-26
Aspergillus fumigatus 20-25
Candida parapsilosis 30-35
Talaromyces pinophilus 24-26
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Wszystkie szczepy przechowywano w temperaturze 4°C w Katedrze Chemii
Biologicznej i Bioobrazowania, Politechniki Wroctawskiej. W wigkszo$ci szczepy
bakteryjne byly hodowane na ptytkach z podtozem Nutrient LAB-AGAR™ (Biocorp
Polska), wyjatkiem byty P. putida oraz B. cepacia, ktore hodowatam na ptytkach z podtozem
Tryptone Soya Agar z firmy OXOID oraz L. pneumophila na Legionella CYE LAB-
AGAR™ Base (BioMaxima S.A.). Szczepy grzybow hodowatam na ptytkach z Sabouraud
Dextrose LAB-AGAR™ (Biocorp Polska). Wyjatkiem byt szczep T. pinophilus, ktory
utrzymywano na ptytkach z Potato Dextrose Agar (Biocorp Polska). Hodowle prowadzono

w temperaturach optymalnych wiasciwym szczepom (Tabela 8).

4.2.2.2. Procedura testu przesiewowego | — zwigzki karbonylowe i ich oksymy

Wstepne testy przesiewowe wykonalam w pierwszej kolejnosci dla zwigzkow
karbonylowych oraz ich oksymow, ktére zdecydowatam sie¢ wiaczy¢ do testow nad
aktywno$cig przeciwdrobnoustrojowa, zeby umozliwi¢ sobie dokladne porownanie
wynikow. Testy wg. tej procedury przeprowadzitam dla szczepéw mikroorganizmow:
E. coli, E. hirae, S. aureus, B. cereus, L. pneumophilia, P. aeruginosa, A. brasiliensis i

C. albicans.

Wszystkie szczepy bakteryjne hodowatam w pozywce Nutrient Broth (Biocorp), dla
L. pneumophila stosowatam Legionella CYE Growth Supplement (BioMaxima S.A.) i
inkubowatam we wlasciwych dla wzrostu mikroorganizméw temperaturach, przez 24
godziny, Nastepnie komorki bakteryjne zawieszatam w roztworze soli fizjologicznej
zgodnie z protokotem McFarlanda [109], aby uzyskaé zawiesing komoérek 1-2 x 108
CFU/mL. Kolejno na ptytki z wlasciwym podiozem agarowym nanositam 250 pl tej
zawiesiny 1 rozprowadzalam na agarze (posiew dywanowy). Krazki ($rednica 6 mm)
impregnowalam 10 pl srodka testowego o wlasciwym stgzeniu uzyskujac (300 pg/krazek) 1
umieszczalam go na zaszczepionym agarze. Jako kontrole ujemng zastosowano czysty
rozpuszczalnik (10 pl), natomiast krazki zawierajace ofloksacyng (5 pg) 1 netylmycyne (30
ug) zastosowatam jako pozytywne wzorce odniesienia do okreslenia czulosci kazdego
szczepu badanych gatunkow bakterii. Ptytki obserwowatam po 24 godzinach inkubacji.
Wszystkie testy przeprowadzalam w trzech powtorzeniach, a aktywnos¢ przeciwbakteryjng
wyrazitam jako $rednig S$rednic stref hamowania (mm) wytworzonych przez kazdy

testowany Srodek.
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Analogicznie test nad aktywnos$cig przeciwgrzybicza zostal wykonany ta sama
metoda. Wprowadzitam jednak pewne modyfikacje. W przypadku drozdzy hodowle
wstepng prowadzitam w pozywce Sabouraud Dextrose Broth (Biocorp) i nastgpnie
dostosowatam do 1 x 10" CFU/mL zgodnie z protokotem McFarlanda. W przypadku plesni
zawiesing dojrzatych zarodnikow otrzymywatam poprzez delikatne przemycie powierzchni
statego podtoza 0.05% (obj./obj.) roztworem Tween 80 (Greenaction), a powstalg zawiesine
doprowadzatam do stezenia 10° zarodnikéw/mL. Naniesienie i przygotowanie krazkoéw oraz
kontrolg negatywng przeprowadzitam analogicznie jak dla bakterii natomiast krazki z
flukonazolem (25 pg) i krazki netylmycyny (30 pg) zastosowatam jako pozytywne wzorce
odniesienia do okreslenia czuto$ci kazdego testowanego szczepu grzybow. Plytki
obserwowalam po 48 i 72 godzinach inkubacji we wlasciwej temperaturze. ROwniez odczyt

wynikow przeprowadzitam analogicznie jak dla bakterii.

4.2.2.3. Interpretacja wynikow testu krgzkowo-dyfuzyjnego

W celu uzyskania spdjnych i porownywalnych wynikéw zastosowatam jednolitg
analiz¢ wynikow. Kontrola negatywna z rozpuszczalnikiem nie wykazata zadnego dziatania
hamujacego na wzrost mikroorganizmow. Kontrole pozytywne wykazaly $rednice
hamowania w zakresie 12-30 mm (ofloksacyna), 25-28 mm (netylmycyna) i 22-25 mm
(flukonazol). Wszystkie strefy zahamowania porownatam z wynikami dla antybiotykow dla
wszystkich mikroorganizmoéow. Jesli strefa zahamowania byla mniejsza niz 10 mm,
uznawalam, ze nie wystgpuje aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, jesli byla mniejsza niz
13 mm uwazatam substancj¢ za $rednio aktywna, a wyzsza niz 13 mm uznawatam za silna.
Wszystkie substancje, ktore wykazaty aktywnos$¢ srednig lub silng zostaty zakwalifikowane

do testow wiasciwych. Wyniki dostepne w zataczniku.

Poniewaz testy krazkowo-dyfuzyjne sa obarczone duzym btgedem ze wzgledu na
chociazby temperature otoczenia w trakcie eksperymentu czy tez inne czynniki omowione
w podrozdziale 4.2.1.1 zdecydowatam si¢ zmieni¢ metode testu przesiewowego 1 prowadzi¢

je metoda mikrorozcienczen, ktorej procedure oméwie w kolejnym podrozdziale.

4.2.3.4. Procedura testu przesiewowego Il — zwigzki karbonylowe i ich oksymy

Wstepne testy przesiewowe wykonalam nowa metoda w pierwszej kolejnosci dla
eterow oksymow wobec szczepéw mikroorganizméw zwigzanych z systemami

wentylacyjnymi i klimatyzacyjnymi. Nastepnie przeprowadzitam testy dla zwigzkow
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karbonylowych oraz ich oksyméw jak rowniez dla eterow oksymow wobec
mikroorganizméw zwigzanych z wtdérnymi zakazeniami kosmetykoéw a takze testami

konserwaciji.

Ptynne hodowle bakterii przygotowywatam analogicznie jak w procedurze opisanej
w podrozdziale 4.2.3.1. Nastepnie inokulum rozcienczatam w soli fizjologicznej do
koncowego stezenia rownego 5 x 10° CFU/mL (OD550 = 0.125). Kazdy dotek w ptytce 96-
dotkowej zawierat objetos¢ koncowg 100 pL. Kazdy z badanych zwigzkoéw nanoszono na
plytke w statym stezeniu 2.4 mg/mL w trzech powtorzeniach. Kontrola pozytywna byta w
kolumnie 10, kolumna 11 stanowita kontrole negatywng a kolumna 12 tzw. Slepa probe. Na
plytki 96-dotkowe natozytam medium hodowlane do kolumn 1-9 wprowadzitam 82 pL, do
kolumny 10 90 pL, do kolumny 11: 100 puL i do kolumny 12: 110 pL. Nastepnie do kolumn
1-9 dodatam badane zwigzki. Na koniec do kolumn 1-10 dodatam zawiesing
mikroorganizméw w objetosci: 10 pulL. Tak przygotowane ptytki poddawatam inkubacji
przez 24 godziny w temperaturze wtasciwej dla wzrostu mikroorganizméw. Po inkubacji do
kolumn 1-11 dodatam 10 pL odczynnika alamarBlue® i pozostawitam przez 3 godziny w
analogicznych warunkach w celu odczytania wyniku. Na podstawie braku zmiany barwy
odczynnika obserwowatam, ktore z badanych substancji w stezeniu 2.4 mg/mL zabijaja

badane mikroorganizmy (Rysunek 5).

Analogicznie test nad aktywno$cig przeciwgrzybicza zostal wykonany tg samg
metoda. Wprowadzitam jednak pewne modyfikacje. W przypadku drozdzy hodowle
wstepng dostosowatam do 1 x 10° CFU/mL zgodnie z protokotem McFarlanda. W
przypadku plesni zawiesine doprowadzatam do stezenia 2.5 x 10* zarodnikow/mL. Reszta

procedury zostala przeprowadzona analogicznie jak dla szczepdw bakteryjnych.
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Rys. 5 Zdjecie przyktadowej ptytki po wykonaniu testu przesiewowego metodq I/

Testy przesiewowe dla eterow oksymow przeprowadzono metoda druga, jednakze w
tym przypadku badane stg¢zenie wynosito 600 pg/mL. Zmiana ta spowodowana byla
poszukiwaniem jak najaktywniejszych substancji przy czym st¢zenia powyzej 1 mg/mL

uznawane s3 powszechnie za mato satysfakcjonujace.

4.2.3.5. Wyniki testow przesiewowych wykonanych metoda II

Wszystkie substancje, ktore wykazaly $miertelno$¢ mikroorganizméow przy
stezeniach 2.4 mg/mL dla substratéw oraz odpowiednio 600 pg/mL dla eteréw oksymow

zostaly zakwalifikowane do testow wlasciwych.

4.2.3.6. Procedura testow wilasciwych

Testy wlasciwe prowadzitam dla substancji, ktore wykazaly si¢ aktywno$cia w
testach przesiewowych. Preinkubacj¢ mikroorganizméw prowadzitam w analogiczny
sposob jak w testach przesiewowych. Nastepnie hodowle rozcienczatam do stezenia 5x10°
CFU/mL w soli fizjologicznej. Do wyznaczenia minimalnego st¢zenia hamujgcego wzrost
mikroorganizméw wykonatam szereg dwukrotnych rozcienczen badanych substancji w
zakresie stezen: 2.4 mg/mL — 9.375 pg/mL dla zwigzkow karbonylowych i oksymow oraz
600 pg/mL — 2.47 pg/mL, horyzontalnie na ptytce, w pozywce ptynnej. Do kolumny 1
wprowadzitam 164 pL pozywki, do kolumn 2-10 90 pl, do kolumny 11 100 pL i kolumna
12: 110 pl. Nastepnie do kolumny 1 natozytam w 4-krotnych powtérzeniach (Rzedy A-D)
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badane substancje i wykonaltam seri¢ dwukrotnych rozcienczen poprzez przenoszenie 90 pL
roztworu do kolejnych kolumn. Odrzucajac nadmiar z kolumny 9. Po przygotowaniu
rozcienczen badanych zwigzkow do kazdej studzienki w kolumnach 1-10 dodano 10 pL
zawiesiny mikroorganizméw o wilasciwym stgzeniu 1 pozostawitam do inkubacji w
temperaturze wtasciwej dla wzrostu mikroorganizmow przez 24 godziny. Nastepnie do
kolumn 1-11 dodatam odczynnik alamarBlue® i inkubowalam ptytki w tych samych
warunkach jak wczesniej przez 3 godziny. Kolejno na podstawie zmiany barwy z niebieskiej
na r6zowa odczytatam minimalne st¢zenie hamujace wzrost mikroorganizmoéow (Rysunek 6).
Kolumny 10-12 analogicznie jak w przypadku testu przesiewowego (podrozdziat 4.2.3.4)

stanowily kontrol¢ oraz ,,§lepa probe”.

Testy wlasciwe dla grzybéw wykonano w analogiczny sposob jak dla bakterii.
Wprowadzitam pewne modyfikacje. W przypadku drozdzy hodowle wstepng dostosowatam
do 1 x 10° CFU/mL zgodnie z protokolem McFarlanda. W przypadku plesni zawiesine
doprowadzatam do stezenia 2.5 x 10* zarodnikéw/mL. Reszta procedury zostala

przeprowadzona tozsamo jak dla szczepow bakteryjnych.

Rys. 6 Zdjecie przyktadowej ptytki po wykonaniu testu wtasciwego
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4.2.3.7. Wyniki testow wtasciwych

Do uzyskania porownywalnych wynikéw przeprowadzitam testy ta samg metoda, w
tych samych warunkach oraz na tych samych szczepach mikroorganizmoéow. Dlatego tez do
badan zostaly wlaczone zardwno zwiazki karbonylowe jak i ich oksymy. Dzigki temu
mozliwa byta weryfikacja hipotezy, ktoéra postawitam na poczatku badan, ze oksymacja
prowadzi do wzmocnienia aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Na podstawie analizy
danych literaturowych stwierdzitam, ze oksymy o wigkszej masie czasteczkowej sa
skutecznymi srodkami przeciwko infekcjom przeciwbakteryjnym [26]. Do swoich badan
wybralam uniwersalne podtoza dla bakterii i grzybow, ktore sg proste i wspomagaja dobry
wzrost drobnoustrojow a przy tym s3a niedrogie. W pierwszym etapie badan
skoncentrowatam si¢ na dziataniu przeciwdrobnoustrojowym przeciwko powszechnym
patogenom wymaganym w testach nad aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowa srodkéw do
dezynfekcji w obszarach wykorzystania: spozywczym, przemystowym, domowym i
instytucjonalnym. W kolejnym etapie do badan wlaczytam réwniez mikroorganizmy
wymagane w testach konserwacji produktu kosmetycznego a takze powigzanych z jego
wtornym zakazeniem. Wsrod testowanych zwigzkow karbonylowych i ich oksymow [5], a
takze eteréw oksymow o niskiej masie czasteczkowej, kilka wykazato zadowalajaca
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg. W porownaniu z dobrze znanymi antybiotykami,
wszystkie zwigzki byly mniej skuteczne w stosunku do rozwazanych szczepow
drobnoustrojéw. Chociaz w poréwnaniu z powszechnie stosowanymi konserwantami czy
innymi $rodkami o udowodnionym dziataniu przeciwdrobnoustrojowym pochodzenia
naturalnego, uzyskane wyniki mozna uzna¢ za zadowalajace. Wiele olejkow eterycznych
znanych ze swojej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej ma nizsze wartosci MIC w
stosunku do rozwazanych gatunkdéw. Poniewaz olejki eteryczne sg kompozycjami zwigzkow
niskoczasteczkowych mozna zaobserwowac¢ ich dziatanie synergistyczne. Przyktadem
moze by¢ tutaj olejek z drzewa herbacianego, ktory jest powszechnie znany ze swoich
wlasciwosci  przeciwdrobnoustrojowych, znajduje zastosowanie w kosmetykach do
pielegnacji skory tradzikowej, zwalczania tupiezu, pielegnacji stop i.in. [110]. Jego MIC
wynosi od 750 mg/L do 25 mg/L wobec E.coli, S.aureus, S.epidermidis, K. pneumoniae,
P.aeruginosa, C. albicans, C. parapsilosis [111]. Glownym sktadnikiem tego olejku jest
terpinen-4-ol, ktorego MIC wobec S.epidermidis i S. aureus wynosi 0.31-0.63% (v/v) [112],
wobec E. coli 1.20 mg/L a wobec P. aeruginosa 9.30-4.70 mg/L [113]. Innym przyktadem

wykorzystania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej zwigzkéw zapachowych moga by¢
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tymol MIC = 75.3-150.7 mg/L ( S. aureus, B. cereus, E. coli) [114], mentol 1000 mg/L
(S.aureus) i eukaliptol 8000 mg/L [115], ktore sa dodawane do ptynu do ptukania ust

Listerine® jako sktadniki pomocnicze [116].

Tab. 9 Wartosci MIC dla zwigzkéw karbonylowych, ich oksymow oraz poszczegdlnych eteréw oksymow. n/a — nie

aktywny wobec badanych szczepow.

Nazwa Mikroorganizm MIC [mg/L]
(mM)
p-Aldehyd anyzowy 24 E. aerogenes 1200.00 (8.81)
P. fluorescens 1200.00 (8.81)
E. gergoviae 1200.00 (8.81)
B. cepacia 2400.00 (17.63)
Oksym p-aldehydu anyzowego 6 E.aerogenes 1200.00 (7.94)
P. fluorescens 600.00 (3.97)
E. gergoviae 1200.00 (7.94)
K. rhizophila 1200.00 (7.94)
Eter O-propylowy oksymu p-aldehydu anyzowego 37 E.coli 300.00 (1.55)
A. fumigatus 600.00 (3.10)
Eter O-butylowy oksymu p-aldehydu anyzowego 38 E.coli 300.00 (1.45)
Eter O-amylowy oksymu p-aldehydu anyzowego 39 E.coli 300.00 (1.36)
Eter O-izoamylowy oksymu p-aldehydu anyzowego 40 E.coli 600.00 (2.71)
A. brasiliensis 600.00 (2.71)
m-Aldehyd anyzowy 7 E. hirae 1200.00 (8.81)
S. aureus 2400.00 (17.63)
E. aerogenes 1200.00 (8.81)
P. fluorescens 1200.00 (8.81)
E. gergoviae 1200.00 (8.81)
B. cepacia 600.00 (4.41)
A. fumigatus 300.00 (2.20)
P. pinophilium 150.00 (1.10)
Oksym m-aldehydu anyzowego 25 L. pneumophila 1200.00 (7.94)
S. aureus 1200.00 (7.94)
E. aerogenes 1200.00 (7.94)
P. fluorescens 1200.00 (7.94)
E. gergoviae 2400.00 (15.88)
K. rhizophila 1200.00 (7.94)
C. parapsilosis 2400.00 (15.88)
Eter O-propylowy oksymu m-aldehydu anyzowego 41 - n/a
Eter O-propargilowy m-aldehydu anyzowego 42 P. fluorescens 300.00 (1.59)
Eter O-butylowy oksymu m-aldehydu anyzowego 43 E.coli 600.00 (2.89)
Eter O-amylowy oksymu m-aldehydu anyzowego 44 A. fumigatus 600.00 (2.71)
Eter O-izoamylowy oksymu m-aldehydu anyzowego E.coli 300.00 (1.36)
45
0-Aldehyd anyzowy 8 L. pneumophila 300.00 (2.20)
E. aerogenes 1200.00 (8.81)
P. fluorescens 1200.00 (8.81)
E. gergoviae 1200.00 (8.81)
K. rhizophila 2400.00 (17.63)
B. cepacia 2400.00 (17.63)
Oksym o0-aldehydu anyzowego 26 P. fluoerscens 1200.00 (7.94)
K.rhizophila 2400.00 (15.88)
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A. fumigatus 600.00 (3.97)
Eter O-propylowy oksymu o0-aldehydu anyzowego 46 - n/a
Eter O-butylowy oksymu o0-aldehydu anyzowego 47 - n/a
Eter O-amylowy oksymu 0-aldehydu anyzowego 48 E.coli 150.00 (0.68)
Eter O-izoamylowy oksymu 0-aldehydu anyzowego 49 E.coli 300.00 (1.36)
a-amylocynamaldehyd 19 E. hirae 1200.00 (5.93)
Oksym a-amylocynamaldehydu 1 E. hirae 150.00 (0.69)
C. albicans 1200.00 (5.52)
L. pneumophila 1200.00 (5.52)
K. rhizophila 2400.00 (11.04)
Eter O-metylowy oksymu a-amylocynamaldehydu 50 E.coli 75.00 (0.32)
E. hirae 75.00 (0.32)
K. rhizophila 18.25 (0.08)
A. fumigatus 600.00 (2.59)
Eter O-etylowy oksymu a-amylocynamaldehydu 51 E.coli 150.00 (0.61)
E. hirae 75.00 (0.29)
B. cereus 300.00 (1.22)
K. rhizophila 150.00 (0.61)
Eter O-propylowy oksymu a-amylocynamaldehydu 52 E.coli 75.00 (0.29)
E. hirae 75.00 (0.29)
A. fumigatus 300.00 (1.16)
Eter O-amylowy oksymu a-amylocynamaldehydu 53 E.coli 150.00 (0.52)
A. fumigatus 600.00 (2.09)
Eter O-izoamylowy oksymu a-amylocynamaldehydu E.coli 300.00 (1.04)
54
B-Cyklocytral 30 E. hirae 1200.00 (7.88)
P.aeruginosa 300.00 (1.97)
L. pneumophila 150.00 (0.99)
K. rhizophila 2400.00 (15.77)
P. putida 2400.00 (15.77)
B. cepacia 600.00 (3.94)
A. fumigatus 1200.00 (7.88)
P. pinophilium 600.00 (3.94)
Oksym B-cyklocytralu 12 E. aerogenes 2400.00 (14.35)
E. gergoviae 2400.00 (14.35)
K. rhizophila 2400.00 (14.35)
Eter O-etylowy oksymu B-cyklocytralu 55 A. brasiliensis 300.00 (1.54)
Eter O-propylowy oksymu p-cyklocytralu 56 E. coli 300.00 (1.43)
P. aeruginosa 600.00 (2.87)
A. brasiliensis 600.00 (2.87)
Eter O-propargilowy B-cyklocytralu 57 B. cereus 600.00 (2.92)
Eter O-butylowy oksymu B-cyklocytralu 58 - n/a
Eter O-amylowy oksymu B-cyklocytralu 59 A. brasiliensis 600.00 (2.53)
Eter O-izoamylowy oksymu B-cyklocytralu 60 E.coli 300.00 (1.26)
Dihydrojasmon 33 S. aureus 1200.00 (7.22)
K. rhizophila 2400.00 (14.44)
Oksym dihydrojasmonu 15 E. hirae 600.00 (3.31)
S. aureus 300.00 (1.65)
K. rhizophila 2400.00 (13.24)
Eter O-metylowy oksymu dihydrojasmonu 61 - n/a
Eter O-etylowy oksymu dihydrojasmonu 62 P. aeruginosa 600.00 (2.87)
A. fumigatus 600.00 (2.87)
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Eter O-propylowy oksymu dihydrojasmonu 63 - n/a
Eter O-allilowy oksymu dihydrojasmonu 64 A. fumigatus 600.00 (2.71)
Eter O-propargilowy dihydrojasmonu 65 - n/a
Eter O-butylowy oksymu dihydrojasmonu 66 E. coli 150.00 (0.63)
Eter O-amylowy oksymu dihydrojasmonu 67 E.coli 75.00 (0.30)
Eter O-izoamylowy oksymu dihydrojasmonu 68 E. hirae 600.00 (2.39)
(+)-Dihydrokarwon 31 - n/a
Oksym (+)-dihydrokarwonu 13 E. hirae 600.00 (3.59)
E. aerogenes 2400.00 (14.35)
K. rhizophila 2400.00 (14.35)
P. putida 2400.00 (14.35)
Eter O-etylowy oksymu (+)-dihydrokarwonu 69 - n/a
Eter O-propylowy oksymu (+)-dihydrokarwonu 70 - n/a
Eter O-allilowy oksymu (+)-dihydrokarwonu 71 - n/a
Eter O-propargilowy (+)-dihydrokarwonu 72 - n/a
Eter O-butylowy oksymu (+)-dihydrokarwonu 73 - n/a
Eter O-amylowy oksymu (+)-dihydrokarwonu 74 E. coli 150.00 (0.63)
Eter O-izoamylowy oksymu (+)-dihydrokarwonu 75 - n/a
a-Heksylocynamaldehyd 20 E. hirae 1200.00 (5.55)
S. aureus 300.00 (1.04)
L. pneumophila 300.00 (1.38)
P. fluorescens 2400.00 (11.09)
E.gergoviae 2400.00 (11.09)
K. rhizophila 2400.00 (11.09)
P. putida 2400.00 (11.09)
B. cepacia 150.00 (0.69)
C. parapsilosis 150.00 (0.69)
P. pinophilium 2400.00 (11.09)
Oksym a-heksylocynamaldehydu 2 E. coli 600.00 (2.57)
E. hirae 42.18 (0.18)
C. albicans 300.00 (1.29)
L. pneumophila 1200.00 (5.14)
S. aureus 37.50 (0.16)
K. rhizophila 2400.00 (9.18)
A. fumigatus 2400.00 (9.18)
P. pinophilium 2400.00 (9.18)
Eter O-butylowy oksymu a-heksylocynamaldehydu 76 S. epidermidis 600.00 (2.07)
a-1zometylojonon 27 E. hirae 1200.00 (5.82)
L. pneumophila 1200.00 (5.82)
Oksym a-izometylojononu 9 E. coli 1200.00 (5.42)
E. hirae 18.75 (0.08)
C. albicans 600.00 (2.71)
K. rhizophila 2400.00 (10.84)
Eter O-metylowy oksymu a-izometylojononu 77 E. hirae 300.00 (1.27)
K. pneumoniae 600.00 (2.55)
E. aerogenes 75.00 (0.32)
P. aeruginosa 150.00 (0.64)
Eter O-etylowy oksymu a-izometylojononu 78 - n/a
Eter O-propylowy oksymu a-izometylojononu 79 E.coli 37.50 (0.14)
E. hirae 37.50 (0.14)
P. aeruginosa 600.00 (2.28)
Eter O-allilowy oksymu a-izometylojononu 80 E. gergoviae 150.00 (0.57)
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B. cereus 75.00 (0.28)
S. epidermidis 9.87 (0.04)
K. pneumoniae 600.00 (2.30)
E. aerogenes 75.00 (0.28)
P. aeruginosa 37.50 (0.14)
Eter O-propargilowy a-izometylojononu 81 E. hirae 150.00 (0.58)
S. epidermidis 37.50 (0.14)
E. aerogenes 75.00 (0.27)
P. fluorescens 300.00 (1.16)
P. aeruginosa 75.00 (0.27)
Eter O-butylowy oksymu a-izometylojononu 82 E. coli 18.75 (0.07)
E. hirae 37.50 (0.14)
Eter O-amylowy oksymu a-izometylojononu 83 E.coli 150.00 (0.51)
E. hirae 600.00 (2.06)
A. brasiliensis 300.00 (1.03)
cis-Jasmon 36 E. hirae 600.00 (3.65)
A. brasiliensis 75.00 (0.46)
S. aureus 1200.00 (7.31)
L. pneumophila 75.00 (0.46)
K. rhizophila 2400.00 (14.61)
A. fumigatus 600.00 (3.65)
Oksym cis-jasmonu 18 E. hirae 600.00 (3.40)
A. brasiliensis 37.50 (0.21)
S. aureus 300.00 (1.70)
C. albicans 300.00 (1.70)
A. fumigatus 600.00 (3.40)
Eter O-metylowy oksymu cis-jasmonu 84 A. brasiliensis 300.00 (1.55)
Eter O-etylowy oksymu cis-jasmonu 85 E. coli 600.00 (2.89)
S. aureus 600.00 (2.89)
Eter O-propylowy oksymu cis-jasmonu 86 E. coli 300.00 (1.36)
S. aureus 600.00 (2.71)
Eter O-allilowy oksymu cis-jasmonu 87 A. fumigatus 600.00 (2.74)
Eter O-propargilowy cis-jasmonu 88 A. fumigatus 600.00 (2.76)
Eter O-butylowy oksymu cis-jasmonu 89 E. coli 300.00 (1.38)
Eter O-amylowy oksymu cis-jasmonu 90 E. coli 150.00 (0.64)
S. epidermidis 600.00 (2.55)
Eter O-izoamylowy oksymu cis-jasmonu 91 - n/a
(1R)-(—)-Myrtenal 29 E. hirae 600.00 (4.00)
B. cereus 600.00 (4.00)
L. pneumophila 300.00 (2.00)
K. rhizophila 2400.00 (15.98)
B. cepacia 600.00 (4.00)
A. fumigatus 2400.00 (15.98)
P. pinophilium 150.00 (1.00)
Oksym (1R)-(—)-myrtenalu 11 L. pneumophila 600.00 (3.65)
B. cereus 300.00 (1.67)
E. aerogenes 1200.00 (6.69)
E. gergoviae 600.00 (3.65)
K. rhizophila 2400.00 (13.39)
P. putida 2400.00 (13.39)
B. cepacia 600.00 (3.65)
A. fumigatus 300.00 (1.67)
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Eter O-etylowy oksymu (1R)-(—)-myrtenalu 92 - n/a
Eter O-propylowy oksymu (1R)-(—)-myrtenalu 93 - n/a
Eter O-allilowy oksymu (1R)-(—)-myrtenalu 94 A. fumigatus 600.00 (2.92)
Eter O-propargilowy (1R)-(—)-myrtenalu 95 A. fumigatus 600.00 (2.95)
Eter O-butylowy oksymu (1R)-(—)-myrtenalu 96 - n/a
(S)-(—)-Perylaldehyd 34 S. aureus 1200.00 (7.99)
E. aerogenes 2400.00 (15.97)
K.rhizophila 2400.00 (15.97)
A.fumigatus 300.00 (2.00)
P. pinophilium 75.00 (0.50)
Oksym (S)-(—)-perylaldehydu 16 E. hirae 600.00 (3.63)
S. aureus 1200.00 (7.26)
E. aerogenes 2400.00 (14.53)
E. gergoviae 2400.00 (14.53)
Eter O-etylowy oksymu (S)-(—)-perylaldehydu 97 A. brasiliensis 600.00 (3.10)
A. fumigatus 300.00 (1.55)
Eter O-propylowy oksymu (S)-(—)-perylaldehydu 98 A. fumigatus 600.00 (2.89)
Eter O-allilowy oksymu (S)-(—)-perylaldehydu 99 A. brasiliensis 300.00 (1.46)
A. fumigatus 300.00 (1.46)
Eter O-propargilowy (S)-(—)-perylaldehydu 100 E. coli 150.00 (0.74)
Eter O-butylowy oksymu (S)-(—)-perylaldehydu 101 E. coli 150.00 (0.68)
Eter O-amylowy oksymu (S)-(—)-perylaldehydu 102 E. coli 300.00 (1.27)
Eter O-izoamylowy oksymu (S)-(—)-perylaldehydu 103 E. coli 300.00 (1.27)
A. brasiliensis 600.00 (2.55)
Piperyton 35 S. aureus 1200.00 (7.88)
K. rhizophila 2400.00 (15.77)
C. parapsilosis 1200.00 (7.88)
Oksym piperytonu 17 E. hirae 600.00 (3.59)
S. aureus 600.00 (3.59)
C. albicans 600.00 (3.59)
E. aerogenes 1200.00 (7.17)
E. gergoviae 1200.00 (7.17)
K. rhizophila 2400.00 (14.35)
P. putida 2400.00 (14.35)
E. gergoviae 2400.00 (14.35)
K. rhizophila 2400.00 (14.35)
B. cepacia 300.00 (0.90)
A. fumigatus 600.00 (3.59)
Eter O-etylowy oksymu piperytonu 104 A. brasiliensis 600.00 (3.07)
Eter O-propylowy oksymu piperytonu 105 E. coli 300.00 (1.43)
Eter O-allilowy oksymu piperytonu 106 S. epidermidis 600.00 (2.89)
Eter O-propargilowy piperytonu 107 S. epidermidis 600.00 (2.89)
Safranal 28 E. coli 2400.00 (15.98)
E. hirae 1200.00 (7.99)
P.aeruginosa 1200.00 (7.99)
B. cereus 2400.00 (15.98)
S. aureus 2400.00 (15.98)
L. pneumophila 2400.00 (15.98)
K. rhizophila 2400.00 (15.98)
A. fumigatus 600.00 (3.99)
P. pinophilium 150.00 (1.00)
Oksym safranalu 10 E. hirae 600.00 (3.63)
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C. albicans 300.00 (1.82)
S. aureus 150.00 (0.91)
E. aerogenes 300.00 (1.82)
E. gergoviae 2400.00 (14.53)
K. rhizophila 2400.00 (14.53)
B. cepacia 300.00 (1.82)
Eter O-propylowy oksymu safranalu 108 E. coli 600.00 (2.89)
S. epidermidis 600.00 (2.89)
P. aeruginosa 600.00 (2.89)
A. fumigatus 600.00 (2.89)
Eter O-allilowy oksymu safranalu 109 E. coli 300.00 (1.46)
S. epidermidis 600.00 (2.92)
B. cereus 600.00 (2.92)
P. aeruginosa 600.00 (2.92)
A. fumigatus 600.00 (2.92)
Eter O-propargilowy oksymu safranalu 110 E. coli 300.00 (1.48)
B. cereus 600.00 (2.95)
P. aeruginosa 600.00 (2.95)
A. fumigatus 600.00 (2.95)
p-Tolualdehyd 21 E. hirae 1200.00 (9.99)
C. albicans 600.00 (4.99)
S. aureus 2400.00 (19.98)
Oksym p-tolualdehydu 3 E. hirae 150.00 (1.11)
S. aureus 1200.00 (8.88)
C. albicans 300.00 (2.22)
E. aerogenes 600.00 (4.44)
P. fluorescens 600.00 (4.44)
E. gergoviae 600.00 (4.44)
K. rhizophila 600.00 (4.44)
B. cepacia 600.00 (4.44)
Eter O-butylowy oksymu p-tolualdehydu 111 A. fumigatus 600.00 (3.14)
Eter O-amylowy oksymu p-tolualdehydu 112 - n/a
Eter O-izoamylowy oksymu p-tolualdehydu 113 - n/a
m-Tolualdehyd 22 B. cereus 1200.00 (9.99)
P. fluorescens 2400.00 (19.98)
E. gergoviae 2400.00 (19.98)
A. fumigatus 600.00 (4.99)
P. pinophilium 37.50 (0.31)
Oksym m-tolualdehydu 4 P.aeruginosa 1200.00 (8.88)
B. cereus 1200.00 (8.88)
L. pneumophila 1200.00 (8.88)
E. aerogenes 600.00 (4.44)
P. fluorescens 1200.00 (8.88)
E. gergoviae 1200.00 (8.88)
K. rhizophila 1200.00 (8.88)
P. putida 1200.00 (8.88)
B. cepacia 600.00 (4.44)
Eter O-propylowy oksymu m-tolualdehydu 114 - n/a
Eter O-butylowy oksymu m-tolualdehydu 115 A. fumigatus 600.00 (3.14)
Eter O-amylowy oksymu m-tolualdehydu 116 - n/a
Eter O-izoamylowy oksymu m-tolualdehydu 117 - n/a
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o-Tolualdehyd 23 B. cereus 1200.00 (9.99)
L. pneumophila 600.00 (4.99)
E. gergoviae 2400.00 (19.98)
P. fluorescens 2400.00 (19.98)
B. cepacia 2400.00 (19.98)
A. fumigatus 1200.00 (9.99)
P. pinophilium 300.00 (2.50)
Oksym o-tolualdehydu 5 B. cereus 1200.00 (8.88)
E. aerogenes 1200.00 (8.88)
P. fluorescens 1200.00 (8.88)
E. gergoviae 1200.00 (8.88)
K. rhizophila 1200.00 (8.88)
B. cepacia 2400.00 (17.76)
A. fumigatus 300.00 (2.22)
P. pinophilium 75.00 (0.55)
Eter O-butylowy oksymu o-tolualdehydu 118 - n/a
Eter O-amylowy oksymu o-tolualdehydu 119 - n/a
Eter O-izoamylowy oksymu o-tolualdehydu 120 A. fumigatus 300.00 (1.46)
(1S)-(—)-Werbenon 32 E. coli 1200.00 (7.99)
L. pneumophila 150.00 (1.00)
K. rhizophila 2400.00 (15.98)
Oksym (1S)-(—)-werbenonu 14 L. pneumophila 2400.00 (14.53)
E. aerogenes 2400.00 (14.53)
K. rhizophila 2400.00 (14.53)
P. putida 2400.00 (14.53)
Eter O-metylowy oksymu (1S)-(—)-werbenonu 121 - n/a
Eter O-etylowy oksymu (1S)-(—)-werbenonu 122 - n/a
Eter O-propylowy oksymu (1S)-(—)-werbenonu 123 - n/a
Eter O-allilowy oksymu (1S)-(—)-werbenonu 124 - n/a
Eter O-propargilowy (1S)-(—)-werbenonu 125 - n/a
Eter O-butylowy oksymu (1S)-(—)-werbenonu 126 E. coli 300.00 (1.36)
Eter O-amylowy oksymu (1S)-(—)-werbenonu 127 E. coli 300.00 (1.27)
Eter O-izoamylowy oksymu (1S)-(—)-werbenonu 128 E. coli 300.00 (1.27)

W czes$ci moich badan udato si¢ potwierdzi¢, ze ugrupowanie oksymowe moze

wzmacnia¢ aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg. W Kilku przypadkach oksymy o niskiej

masie czasteczkowej byly bardziej aktywne niz zwigzki karbonylowe natomiast etery

oksymow bardziej aktywne niz oksymy. Ciekawym przyktadem moze by¢ (+)-

dihydrokarwon 31, ktory nie wykazywal aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej we Wzorcu

odniesienia, natomiast jego oksym 13 wykazat nieznaczng aktywno$¢ wobec E. hirae, E.

aerogenes, K. rhizophila i P. putida. Ponadto sposrod eterow oksymow tego zwigzku jedynie

eter amylowy 74 wykazat znaczacg aktywno$¢ MIC = 150mg/L, wobec E. coli, w badanym

zakresie referencyjnym. Dobrym przyktadem sytuacji, w ktorej oksym byt znacznie bardziej

aktywny niz jego substrat moze by¢ a-izometylojonon 27 (Tabela 9), jego MIC wynosi 1200

mg/L wobec E. hirae, a dla jego oksymu 9 18.75 mg/L. Poséréd eterow oksymow tego
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zwiazku najlepsza aktywnoscia wykazat si¢ eter allilowy 80 wobec S. epidermidis uzyskujac
najlepszy wynik sposrod wszystkich zsyntezowanych eterow (MIC = 9.87 mg/L) a takze
eter butylowy 82 wobec E. coli (MIC = 18.75 mg/L). W przypadku (—)-werbenonu 32, ktéry
byl zwigzkiem S$rednio aktywnym zaobserwowatam, ze wprowadzenie ugrupowania
oksymowego zmniejszylo jego aktywno$¢. Roéwniez etery tego oksymu z krotkimi
tancuchami 121-125 okazaly si¢ nieaktywne, dopiero dolgczenie tancucha cztero-i
piecioweglowego 126-128 sprawito ponowny wzrost aktywnosci do poziomu S$redniego
(300 mg/L). Wiecej zwigzkéw byto aktywnych wobec bakterii Gram-dodatnich niz Gram-
ujemnych, co moze to by¢ zwigzane z réoznicami w strukturze komorek i zr6znicowanej
przepuszczalnosci blony lipidowej i1 Sciany komoérkowej. Nalezaloby jednak przeprowadzic¢
doktadniejsze badania dla potwierdzenia tej tezy. W dostgpnej literaturze jest mato
publikacji dotyczacych badan nad aktywnosciag niepodstawionych oksymow wobec
analizowanych szczepow mikroorganizméw. Dla zwigzkéw karbonylowych takich
publikacji jest wiecej, natomiast ze wzgledu na réznice w metodologii badan nad
aktywno$cia hamujgca wzrost drobnoustrojéw, a takze rdznice W szczepach
mikroorganizméw, postanowilam odnies¢ si¢ jedynie do cze$ci wynikow dostepnych w
danych literaturowych i poréwnaé¢ wartosci parametrow MIC. Aldehyd perylowy jest
jednym ze wczesniej analizowanych zwigzkéw pod wzgledem jego aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej, niestety autorka badania nie podata jego konfiguracji, co
dodatkowo utrudnia poréwnanie wynikéw. W niniejszym badaniu Kim wykazata zZe jest on
aktywny wobec E. coli (MIC =500 mg/L) [117]. Nie udato mi si¢ potwierdzi¢ tego wyniku
poniewaz w testach przesiewowych nie zaobserwowalam aktywnosci (—)-perylaldehydu 34
wobec E. coli. Ponadto, wyniki przeze mnie uzyskane wobec innych mikroorganizméow nie
byly tak niskie, wobec S. aureus MIC wynosit 1200 mg/L a wobec A. fumigatus 300 mg/L.
Etery propargilowy 100, butylowy 101, amylowy 102 i izoamylowy 103 oksymu 16 tego
zwigzku, wykazaly si¢ $rednig aktywnoscig wobec badanego szczepu E. coli MIC 300-150
mg/L. Mozna wig¢c uzna¢, ze byly one znacznie bardziej aktywne niz odpowiadajacy
zwigzek karbonylowy 34 i oksym 16. Kolejnym niskoczasteczkowym zwigzkiem
karbonylowym, ktory ze wzgledu na rézne zastosowania przemystowe byt wielokrotnie
analizowany pod wzgledem aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej jest cis-jasmon 36. W
moich badaniach wykazat on znaczacg aktywno$¢ wobec A. brasiliensis (MIC = 75 mg/L),
srednig wobec A. fumigatus (300 mg/L) a stabg wobec E. hirae (MIC =600 mg/L) i S. aureus
(MIC = 1200 mg/L). Dane literaturowe dotyczace badan nad tym zwigzkiem prezentuja
rozne warto$ci. W niektorych badaniach cis-jasmon 36 wykazywat si¢ lepsza aktywnoscia
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przeciwdrobnoustrojowa. Np. wobec gronkowca ztocistego literaturowa wartos¢ MIC
wynosi 250 mg/L [118], co jest wartos$cig prawie 5-krotnie nizsza, niz ta uzyskana w moich
badaniach. Te same badania potwierdzity stabg aktywnos¢ tego zwigzku wobec E. coli i P.
aeruginosa oraz S$rednig aktywno$¢ wobec C. albicans. W moim badaniu nie
zaobserwowano aktywnosci wobec tych szczepow. W innych badaniach cis-jasmon 36
umiarkowanie hamowat wzrost P. aeruginosa, E.coli i S.aureus (MIC powyzej 800 mg/L)
[119]. Oksym cis-jasmonu 18 wykazat silng aktywnos$¢ hamujacg wzrost jedynie wobec A.
brasiliensis (MIC = 37.50 mg/L). Pochodne oksymu cis-jasmonu 84-90 wykazatly $rednia
aktywnos$¢ wobec przytoczonych szczepow, w zakresie 600 — 150 mg/L. Innym eterem
oksymu, ktory wykazal si¢ znaczaca wartoscia MIC jest eter O-metylowy oksymu o-
amylocynamaldehydu 50 MIC = 18.75 mg/L wobec K. rhizophila. Jest to wartos¢ 128-
krotnie nizsza niz dla wyjsciowego oksymu 1 (MIC = 2400 mg/L). Najszerszym spektrum
dziatania wykazal eter O-allilowy oksymu a-izometylojononu 80. W badanym zakresie
stezen zahamowatl wzrost szes$ciu mikroorganizméw: B. cereus, P. aeruginosa, E. gergoviae,
S. epidermidis, K. pneumoniae i E. aerogenes. Jedynie wobec K. pneumoniae
zaobserwowana aktywnos$¢ byta §rednia MIC=600 mg/L podczas gdy wobec pozostatych
szczepow byly to wartosci ponizej 150 mg/L. Zaden z eteréw oksymow nie byl aktywny
wobec L. pneumophila i P. putida w badanym zakresie referencyjnym. Eterami, ktore
okazatly si¢ nie hamowaé¢ wzrostu zadnego z badanych mikroorganizméw sg: etery O-
metylowe oksyméw dihydrojasmonu 61 i (—)-werbenonu 121, etery O-etylowe oksymow
(+)-dihydrokarwonu 69, (—)-myrtenalu 92 i (—)-werbenonu 122, etery O-propylowe
oksymow m-aldehydu anyzowego 41, 0-aldehydu anyzowego 46, dihydrojasmonu 63, (+)-
dihydrokarwonu 70, m-tolualdehydu 114 i (—)-werbenonu 123, etery O-allilowe oksymow
(+)-dihydrokarwonu 71, (—)-werbenonu 124, etery O-propargilowe oksymow
dihydrojasmonu 65, (+)-dihydrokarwonu 72, (—)-werbenonu 125, etery O-butylowe
oksymow 0-aldehydu anyzowego 47, B-cyklocytralu 58, (+)-dihydrokarwonu 73, (-)-
myrtenalu 96, o-tolualdehydu 118, etery O-amylowe oksymow p-tolualdehydu 112, m-
tolualdehydu 116, o-tolualdehydu 118, etery O-izoamylowe oksymow (+)-dihydrokarwonu
75, cis-jasmonu 91, p-tolualdehydu 113 i m-tolualdehydu 117.
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4.3. Analiza profili zapachowych i progow wyczuwalnosci wybranych eteréw

4.3.1 Analiza sensoryczna

Prog wyczuwalnosci to takie stezenie, przy ktorym dana substancja jest wyczuwalna
przez zmyst wechu czltowieka. Zalezy on od ksztattu czasteczki, polarnosci, fadunkow
czgsciowych 1 masy molekularnej danej czasteczki. Mechanizm odpowiedzialny za ocen¢
progu wyczuwalnosci nie jest doktadnie poznany, dlatego tez nie jest mozliwe wyznaczenie

go empiryczne. Konieczne sg testy z udziatem ludzi [120].

Analiza profili zapachowych opiera si¢ na subiektywnym wrazeniu testera i
przypisaniu do poszczegolnych wzorcow zapachu lub tez werbalnego okreslenia cech
wrazenia przez niego wywolywanego [121]. Zbior poszczegodlnych wzorcow zapachoéw a
tym samym usystematyzowana klasyfikacja zapachow zostata zaproponowana przez
perfumiarzy na poczatku XX w. Do poszczegdlnych nazw zapachéw dopisuje si¢ jednak
kolejne deskryptory ze wzgledu na sprzeczne odczucia specjalistow. Zaden z dostepnych
systeméw klasyfikacji nie jest jednak powszechnie akceptowany a opisy profili

zapachowych rdéznig si¢ miedzy soba [7].
Analize sensoryczng prowadzi si¢ dwiema podstawowymi metodami:

e metodg oznaczania warto$ci progowych

e metodg testow roznicowych

Pierwsza z nich dotyczy gtownie testow nad wrazliwos$cig sensoryczng. Posrod nich
w celu wyznaczenia progu wyczuwalno$ci wyrdznia si¢ metod¢ limitow oraz schodkowa.
W metodzie limitow testujacy otrzymuje serie¢ probek uszeregowanych najczescie)
wzgledem malejacego natezenia bodzca. Zadaniem testera jest okreslenie, przy ktorej probce
przestal odczuwa¢ zapach. W metodzie schodkowej testerowi podaje si¢ serie probek
uszeregowanych wzgledem rosnacego natgzenia bodzca. Analogicznie zadaniem testera jest
okreslenie, przy ktorej probce zaczyna odczuwaé zapach a nastgpnie podaje si¢ testerowi
probke o nizszym stezeniu w celu wyeliminowania ewentualnej btednej odpowiedzi. Metoda
testow roznicowych opiera si¢ na wykrywaniu réznic migdzy probkami. W zaleznosci od
obranego podejscia podaje si¢ testerowi probki sposrod, ktorych probant ma wybraé lepsza
probke wzgledem danych cech analizowanych. Wyr6znia si¢ metode parzysta, gdzie probant
wybiera migdzy dwiema probkami, sposrod ktérych probant wybiera ,lepsza” probke tj.
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bardziej pasujaca do okreslonych cech. Metode ,,duo-trio”, w ktorej oprocz dwoch probek
poddawanych ocenie dodaje si¢ probke bedaca standardem. Probant ma za zadanie wybrac
probke najbardziej zblizong do standardu. Metode podwojnych standardow, ktora z zasady
jest podobna do poprzedniej metody, jednakze w tym przypadku probant otrzymuje dwie
probki analizowane oraz dwa standardy. Zadaniem jest dopasowanie odpowiednich probki
do wiasciwego standardu. Metoda trojkatowa polega na podaniu testerowi probek w
zestawieniu trojkowym. Dwie probki sg ze sobg identyczne a trzecia jest rézna. Probant
wskazuje probki identyczne 1 probke r6zng. Wariacjg tej metody jest metoda ,,dwa z pigciu”
gdzie tester otrzymuje pi¢¢ probek. Dwie nalezace do jednego zestawu, identyczne ze sobg
oraz trzy nalezace do drugiego zestawu probek identycznych ze soba. W testach
réznicowych wyniki poddaje sie¢ analizie statystycznej na podstawie, ktorej wyznacza si¢
wlasciwy efekt badania. Efektem badania moze by¢ np. zakwalifikowanie poszczegdlnych

probek do wiasciwych do odpowiednich profili zapachowych [122].

4.3.2 Analiza z wykorzystaniem technik olfaktometrii

Olfaktometria sprze¢zona z chromatografig gazowg (GC-O) stanowi jedng z technik
stosowanych w analizie zapachéw. Metoda ta znajduje zastosowanie w analizie mieszanin
substancji zapachowych. Dana probka zostaje poddana rozdzialowi na odpowiedniej
kolumnie chromatograficznej a wyptywajacy z kolumny gaz nosny wraz z odpowiednia
frakcja probki zostaje rozdzielony pomigdzy detektor oraz przystawke olfaktometryczng.
Probant stanowi dodatkowy niezwykle czujny i specyficzny detektor, ktéry ma za zadanie

dopasowanie zapachu do zbioru wzorcoéw [123].

Elektroniczny nos jest kolejnym urzadzeniem wykorzystywanym w analizie
zapachu. Jest to urzadzenie, ktore ma za zadanie jak najwiarygodniej oddawac wiasciwosci
nabtonka wechowego cztowieka. W tym celu stosuje si¢ zespdt detektoréw majacych na
celu wykrywanie poszczegdlnych wilasciwosci jak np. obecno$¢ specyficznych wigzan.
Poszczegolne zbiory uzyskanych sygnalow pobudzenia poszczegolnych czujnikéw
przypisywane s3 wzorcom zapachu. Zapach zostaje wiec rozpoznany, jesli stopien

zgodnosci obu zbiorow bedzie wysoki [121].
4.3.3 Wyniki analizy sensorycznej

Do analizy profili zapachowych i progow wyczuwalnos$ci zakwalifikowane zostaty
wybrane etery oksymow na podstawie subiektywnej oceny ich potencjatu zapachowego.

89



Badania te zostaly wykonane przez prof. Jozefa Kule z Zespotu Chemii Bioorganicznej i
Surowcéw Kosmetycznych Politechniki £.6dzkiej a takze grupe perfumiarek Paniag Monike

Kaleta oraz Agnieszke Pienkosz-Zagan z firmy FSZ “Pollena-Aroma” Sp. z 0.0.

Tab. 10 Profile zapachowe i progi wyczuwalnosci wybranych eterow oksymow

Nazwa

Profil zapachowy

Proég wyczuwalnosci

zapachu [ppm]

Eter O-n-propylowy oksymu

Stodki, kwiatowy,

(+)-dihydrokarwonu 70 piwonia/warzywny 33
Swiezy, kwiatowy,
jasminowy, herbaciany,
lastiko zamienia si¢ w
Eter O-metylowy oksymu | Prastxowy, zami ¢
dihy droélsr\Tl\Vgnu 63./ zielono-anyzowy, 53
koper/jasmin, po kilku
minutach delikatnie
grzybowy
i Wodnisty, jasminowo-
Etgriho dertggjsmﬁﬁsgén u herbaciany/kwiatowy, 58
yaro] jasminowo-kokosowy
Biale kwiaty, lilia,
Eter O-etylowy oksymu aldehydowy, 50
(-)-aldehydu perylowego 97 | ttusty/kwiatowy o stodkiej
nucie
Rustykalny (przydomowy
i ogrod, roslinny,warzywny),
EteE_C))_Vr\r;:rtg/é?]\évXuoﬁsi/mu zielony, werbena, drzewny, 33
irysowo-fioletowy/
kwiatowy
Eter O-etylowy oksymu Przydomowy ogrodek, 13
(-)-werbenonu 122 werbena/ zielen, galbanum
Eter O-propargilowy Delikatny, kwiatowy,
oksymu piwonia, 53
(=)-werbenonu 125 herbaciany/kwiatowy

Posrod zbadanych zwigzkow najnizszy prog wyczuwalnos$ci 13 ppm posiada eter O-
etylowy oksymu (=)-werbenonu 122 (Tabela 10) i wykazuje si¢ zapachem przydomowego

ogrodka, zielonym z nutg werbeny i galbanum.
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5. Podsumowanie

Efektem przeprowadzonych przeze mnie badan bylo otrzymanie 92 nowych,
nieopisanych dotad w literaturze lotnych oksymow. Wszystkie z nich poddatam badaniom
nad aktywnoS$cig przeciwdrobnoustrojowa, ktorej efektem bylo wyznaczenia parametru
MIC. Potaczenie wlasciwosci zapachowych z aktywnos$cig przeciwdrobnoustrojowa moze
by¢ cenng cechg przy wykorzystaniu zsyntezowanych przeze mnie zwigzkdw w przemysle

kosmetycznym i produkcji srodkdéw czystosci.

Wyniki badan potwierdzajg aktywnos$¢ eterow oksymow lotnych zwigzkow
karbonylowych hamujaca wzrost mikroorganizméw zwigzanych z analizg skuteczno$ci
srodkoéw dezynfekcyjnych, konserwantow dla przemyshu kosmetycznego a takze szczepami
odpowiedzialnymi za wtérne zakazenia kosmetykow. 30 sposréd nowo zsyntezowanych
eterow oksymow wykazalo si¢ wartoscig parametru MIC ponizej 150 mg/L. 27 eter6w nie
wykazato si¢ aktywno$cia hamujacg wzrost badanych mikroorganizméw. Mozna
zaobserwowaé, ze wplyw na aktywno$¢ poszczegoélnych eterow oksymow ma przede
wszystkim aktywno$¢ substratu (oksymu) wykorzystanego do jego syntezy a dopiero w

drugiej kolejnosci dlugos¢ 1 struktura dotaczanego tancucha.

Poszczegdlne substancje znajdujace si¢ na lisScie konserwantow dla przemyshu
kosmetycznego maja ré6zne dopuszczalne zawartoSci procentowe w gotowym produkcie,
uwaza si¢ jednak, ze zawarto$¢ konserwantu w kosmetyku nie powinna przekraczaé 2%, ze
wzgledu na potencjalne dzialanie alergizujace. Jedynie eter O-metylowy oksymu a-
amylocynamaldehydu 50, O-allilowy 80 i O-butylowy 82 oksymu a-izometylojononu
uzyskaly dos$¢ niskie parametry MIC aby rozwazaé je jako potencjalne konserwanty.
Niestety ze wzgledu na waski zakres dziatania w dopuszczalnym stezeniu nie znajdg one
zastosowania jako konserwanty. Dodatkowe badania analizujgce synergizm dziatania
eterow oksymow z powszechnie stosowanymi konserwantami moga dowiesC, ze etery
oksymow zastosowane jako dodatek zapachowy pozwola obnizy¢ stezenie dodawanych

konserwantow.

Kolejnym potencjalnym zastosowaniem dla nowo zsyntezowanych eteréw jest ich
wykorzystanie jako konserwantéw w Srodkach czystosci. Przepisy dotyczace uzywania
substancji hamujacych rozwoj mikroflory w tym przypadku nie sg tak restrykcyjne jak dla

kosmetykow. Oczywiscie przed wdrozeniem poszczegdlnych zwigzkéw do formulacji

91



gotowych produktoéw wymagane sg poszerzone testy pod wzgledem ich oddziatywania na

cztowieka i srodowisko a takze analiza ich stabilno$ci w poszczegdlnych produktach.

Dla siedmiu nowych pochodnych wykonano charakterystyjke¢ zapachowa przy
wspotpracy z prof. Jozefem Kulag z Zespolu Chemii Bioorganicznej i Surowcow
Kosmetycznych Politechniki L.odzkiej a takze grupa perfumiarek Panig Monika Kaleta oraz
Agnieszka Pienkosz-Zagan z firmy FSZ “Pollena-Aroma” Sp. z 0.0. Pochodna oksymu
dihydrokarwonu 70 wykazata si¢ zapachem stodkim, kwiatowo-warzywnym
przypominajacym piwonie. Pochodne oksymu dihydrojasmonu 61, 62 podobnie jak
wyjsciowy zwiazek karbonylowy zachowaty jaSminowa nut¢ zapachowa z dodatkowa nuta
herbaciang. Eter metylowy 61 przypominal nieco zapach plastiku przechodzac w nuty
grzybowe natomiast eter etylowy 62 miatl dodatkowo nuty wodniste przechodzac w
kokosowe. Pochodna oksymu aldehydu perylowego 97 miata zapach biatych kwiatow o
nucie aldehydowej. Pochodne oksymu werbenonu 121, 122 i 125 wykazywaty si¢ zapachem
kwiatowo-zielonym. Wszystkie z tych zwigzkow poddatam procedurze patentowe;j,

zgloszenie to zostato wdrozone do przemystu na podstawie umowy licencyjne;.
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Zalacznik Do Rozprawy Doktorskie;j:

SYNTEZA I ANALIZA AKTYWNOSCI
PRZECIWDROBNOUSTROJOWEJ LOTNYCH ZWIAZKOW

ORGANICZNYCH

Alicja Karolina Surowiak

Tab. Z11 Wyniki testéw przesiewowych metodq krqgzkowo-dyfuzyjng dla zwigzkéw karbonylowych i ich oksymow

Nazwa Mikroorganizm Strefa inhibicji [mm]
E. coli 7.00
E. hirae 7.00
P.aeruginosa 7.00
a-Amylocynamaldehyd B. cereus 8.00
S. aureus 10.00
A. brasiliensis 7.33
C. albicans 7.00
E. coli 7.00
E. hirae 12.67
Oksym - P.aeruginosa 7.33
amylocynamaldehydu B. cereus 7.00
S. aureus 8.00
A. brasiliensis 7.00
C. albicans 12.67
E. coli 7.00
E. hirae 10.00
P.aeruginosa 7.33
m-Aldehyd anyzowy B. cereus 7.33
S. aureus 9.00
A. brasiliensis 7.00
C. albicans 7.00
E. coli 9.00
E. hirae 7.00
P.aeruginosa 7.00
Okszyyg;l;j;:ydu B. cereus 7.00
S. aureus 43.33
A. brasiliensis 7.00
C. albicans 7.00
E. coli 7.33
E. hirae 9.33
) P.aeruginosa 7.67
0-Aldehyd anyzowy B cereus 833
S. aureus 10.67
A. brasiliensis 9.00
C. albicans 7.00
Oksym o-aldehydu anyzowego E. coli 10.00
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E. hirae 10.00

P.aeruginosa 7.00

B. cereus 7.00

S. aureus 7.00

A. brasiliensis 7.00

C. albicans 10.00

E. coli 7.00

E. hirae 7.00

P.aeruginosa 7.67

p-Aldehyd anyzowy B. cereus 8.33
S. aureus 9.00

A. brasiliensis 9.67

C. albicans 7.00

E. coli 9.00

E. hirae 7.00

P.aeruginosa 8.00

Oksym p-aldehydu anyzowego B. cereus 7.00
S. aureus 7.00

A. brasiliensis 10.00

C. albicans 7.00

E. coli 7.00

E. hirae 12.33

P.aeruginosa 12.67

B-Cyklocytral B. cereus 10.00

S. aureus 9.33

A. brasiliensis 8.00

C. albicans 7.00

E. coli 10.00

E. hirae 9.67

P.aeruginosa 7.00

Oksym B-cyklocytralu B. cereus 7.33
S. aureus 7.00

A. brasiliensis 7.00

C. albicans 9.67

E. coli 7.00

E. hirae 9.33

P.aeruginosa 7.00

(+)-Dihydrokarwon B. cereus 7.67
S. aureus 9.33

A. brasiliensis 7.00

C. albicans 7.00

E. coli 8.67

E. hirae 10.33

P.aeruginosa 7.00

Oksym (+)-dihydrokarwonu B. cereus 7.00
S. aureus 7.00

A. brasiliensis 7.00

C. albicans 9.67

Dihydrojasmon E. coli 8.00
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E. hirae 8.00

P.aeruginosa 7.00

B. cereus 9.67

S. aureus 12.67

A. brasiliensis 9.00

C. albicans 9.00

E. coli 9.33

E. hirae 12.33

P.aeruginosa 7.00

Oksym dihydrojasmonu B. cereus 7.00
S. aureus 21.67

A. brasiliensis 7.00

C. albicans 10.00

E. coli 7.00

E. hirae 10.33

P.aeruginosa 7.00

a-Heksylocynamaldehydu B. cereus 9.33
S. aureus 11.67

A. brasiliensis 7.00

C. albicans 7.00

E. coli 12.33

E. hirae 14.00

Oksym o- P.aeruginosa 7.67
heksylocynamaldehydu B. cereus 9.33
S. aureus 10.67

A. brasiliensis 7.00

C. albicans 14.00

E. coli 7.00

E. hirae 7.00

P.aeruginosa 7.00

a -1zometylojononu B. cereus 9.33
S. aureus 8.33

A. brasiliensis 7.00

C. albicans 7.00

E. coli 10.00

E. hirae 14.67

P.aeruginosa 7.00

Oksym a. -izometylojononu B. cereus 8.67
S. aureus 8.00

A. brasiliensis 7.00

C. albicans 14.67

E. coli 8.00

E. hirae 11.00

P.aeruginosa 7.00

cis-Jasmon B. cereus 9.67

S. aureus 11.33

A. brasiliensis 13.00

C. albicans 9.00

Oksym cis-jasmonu E. coli 7.67
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E. hirae 12.67

P.aeruginosa 7.00

B. cereus 7.00

S. aureus 9.33

A. brasiliensis 13.00

C. albicans 12.67

E. coli 11.00

E. hirae 11.67

P.aeruginosa 7.00

(-)-Myrtenal B. cereus 8.33
S. aureus 8.00

A. brasiliensis 7.00

C. albicans 9.33

E. coli 7.00

E. hirae 7.00

P.aeruginosa 7.00

Oksym (=)-myrtenalu B. cereus 10.67
S. aureus 10.67

A. brasiliensis 7.00

C. albicans 7.00

E. coli 7.00

E. hirae 9.33

P.aeruginosa 7.00

(-)-Perylaldehyd B. cereus 7.33
S. aureus 19.00

A. brasiliensis 9.00

C. albicans 7.00

E. coli 8.67

E. hirae 10.33

P.aeruginosa 7.00

Oksym (-)-perylaldehydu B. cereus 7.00
S. aureus 7.00

A. brasiliensis 8.33

C. albicans 10.00

E. coli 7.00

E. hirae 7.00

P.aeruginosa 7.00

Piperyton B. cereus 7.67

S. aureus 9.67

A. brasiliensis 10.00

C. albicans 7.00

E. coli 7.00

E. hirae 12.67

P.aeruginosa 7.33

Oksym piperytonu B. cereus 7.17
S. aureus 14.00

A. brasiliensis 7.00

C. albicans 12.67

Oksym safranalu E. coli 8.00
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E. hirae 12.00

P.aeruginosa 7.00

B. cereus 8.50
S. aureus 11.33

A. brasiliensis 7.00
C. albicans 12.00

E. coli 7.00

E. hirae 8.33

P.aeruginosa 7.33

m-Tolualdehyd B. cereus 9.00
S. aureus 10.00

A. brasiliensis 7.00

C. albicans 7.00

E. coli 7.00

E. hirae 8.33
P.aeruginosa 10.67
Oksym m-tolualdehydu B. cereus 11.17
S. aureus 7.00

A. brasiliensis 9.67

C. albicans 8.33

E. coli 7.00

E. hirae 7.67

P.aeruginosa 8.00

o-Tolualdehyd B. cereus 9.00
S. aureus 10.00

A. brasiliensis 7.00

C. albicans 7.00

E. coli 10.67

E. hirae 7.00

P.aeruginosa 8.33

Oksym o-Tolualdehydu B. cereus 22.67
S. aureus 7.00

A. brasiliensis 9.33

C. albicans 7.00

E. coli 10.00

E. hirae 7.67

P.aeruginosa 7.00

p-Tolualdehyd B. cereus 8.00
S. aureus 7.00

A. brasiliensis 7.00

C. albicans 7.00

E. coli 7.00

E. hirae 12.00

P.aeruginosa 8.00

Oksym p-tolualdehydu B. cereus 7.00
S. aureus 28.33

A. brasiliensis 7.00

C. albicans 12.00

(-)-Werbenon E. coli 7.33
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E. hirae 9.67
P.aeruginosa 7.00
B. cereus 7.67

S. aureus 9.00
A. brasiliensis 7.00
C. albicans 9.00
E. coli 7.00

E. hirae 7.00
P.aeruginosa 7.00
Oksym (—)-werbenonu B. cereus 7.00
S. aureus 7.00
A. brasiliensis 7.00
C. albicans 7.00
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