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1. UVOD

1.1. Kumarini

1.1.1. Struktura i upotreba kumarina

Kumarin (2H-1-benzopiran-2-on) i njegovi derivati su heterocikliCki spojevi s
benzopironskom jezgrom, a sastoje se od benzenskog prstena kondenziranog s
pironskim prstenom, dok se u prirodi nalaze i u kombinaciji s glikozidima (Kosuge i
Conn, 1961) (Slika 1.). Zajedno s flavonoidima pripada velikoj skupini bioloski
aktivnih spojeva-benzopironima. Na sobnoj je temperaturi u obliku bijele kristalne
tvari s toCkom talista 68-71 °C (Rodrigues i sur., 2008), opce formule CgHsO,. Topljiv
je u organskim otapalima kao $to su etanol, kloroform, dietileter i u uljima, ali je slabo
topljiv u vodi (Lake, 1999). Kumarin karakterizira ugodan miris koji podsjea na
vaniliju, dok ga pojedini autori opisuju kao miris svjeZze pokoSenog sijena (Liu i sur.,
2010).

AN
~
0~ 0o

Slika 1. Struktura kumarina

Zahvaljuju¢i svojoj raznolikosti i razliCitim svojstvima, kumarini su predmet
brojnih svjetskih istrazivanja. Posebno su znacajni zbog izrazite bioloSke aktivnosti
kao Sto je antioksidacijska, antibakterijska i antikancerogena aktivnost te brojne
druge. Danasnja farmaceutska industrija pokuSava istraziti, a potom pomocu raznih
metoda i sintetizirati brojne derivate kumarina zbog potencijalno pozitivnih svojstava
na Covjekovo zdravlje. Koriste se kao antikoagulansi (Cravotto i sur., 2001), aditivi u
prehrambenoj i kozmeti¢koj industriji te u proizvodnji insekticida (O‘Kennedy i
Zhorenes, 1997). Kumarin je potentni rodenticid, Stakori i drugi glodavci ga
metaboliziraju do 3,4- kumarin epoksida koji je toksi¢an i izaziva unutarnje krvarenje
te naposlijetku i uginuce. Ljudski ga organizam metabolizira do 7-hidroksikumarina

koji je manje toksi¢an (Raters i Matissek, 2008).



Zbog svojih organolepti¢kih svojstava kumarin je omiljen dodatak duhanskim
aromama, a kao dodatak koristi se i u pastama za zube, sapunima, parfemima, ali i
nekim alkoholnim pi¢ima (Lake, 1999) te se koristi kao zasladiva€, pojacivac
prirodnih ulja kao kod lavande te kao dodatak hrani u kombinaciji s vanilinom (Tyagi i
sur., 2005). Velike koliCine se koriste kao dodaci gumi i plasticnim materijalima, kao i

u bojama i sprejevima za neutralizaciju neugodnih mirisa (Lake, 1999).

Kumarini su spojevi Siroko zastupljeni u biljkama (tzv. sekundarni metaboliti)
poput jagode, gospine trave, marelice, viSnje, cimetovca, slatke djeteline i u brojnim
drugim (Aslam i sur., 2010). U prirodi se naj¢eS¢e pronalaze u billkama iz porodica
Rutaceae i Umbelliferae (Lacy i OKennedy, 2004). U prirodi je nadeno oko 500
spojeva, jednostavnih derivata kumarina koji se uglavnhom nalaze u slobodnom obliku
te vrlo mali broj u formi glikozida (Tamehareon i sur., 1987). Posebno visoka
koncentracija kumarina zabiljeZzena je u biljci lazarkinji (Galium odoratum L.,
Rubiaceae), datuljama (Phoenix dactylifera L., Arecaceae), bizonskoj travi
(Hierochloe odorata L., Poaceae) te u cimetu (Cinnamomum sp., Lauraceae) (Liu i
sur., 2010). Takoder, mogu biti i produkti metabolizma Zivotinja ili se dobivaju

sintetskim putem (Vogel,1820).

Slika 2. Prirodni izvori kumarina: a) lazarkinja (Galium odoratum L.) (web 1).; b)

cimetovac (Cinnamomum sp.) (web 2).

Osim toga, kumarine nalazimo u vecoj koli€ini u nekim etericnim uljima,

osobito u ulju cimeta (7 000 ppm), ulju lista kineskog cimeta (kasije) (do 87 300 ppm)



(Lacy i OKennedy, 2004) te u razliCitim vrstama lavandinog (Lavandula latifolia,
Lavandula stoechas, Lavandula angustifolia) (Guyot-Declerck i sur., 2002; Shimizu i
sur., 1990) ulja.

Prvi put kumarin je izolirao A. Vogel jos davne 1820. godine u Minchenu, iz
plodova tropskog stabla nazvanog tonka-grah (eng. tonka bean), Dypteryx odorata
Willd., porodica mahunarki (Fabaceae) (Vogel, 1820). Naziv je dobio prema lokalnoj
karipskoj rije€i ,kumard“ $to je naziv za drvo na jeziku juznoamerickih indijanaca iz
Francuske Gvajane (Ojala, 2001). Kumarinski derivati pronadeni su u razli€itim
dijelovima biljaka, naj¢eSc¢e u korijenu i kori, a rjede u stablu i liS¢u. Sadrzaj ovih
spojeva u razli¢itim biljkama varira od 0,2 do 10 %, a u jednoj se biljci moze pronadi i

viSe tipova kumarinskih spojeva (Kuznecova, 1967).

Znanstvena su istrazivanja pokazala da vec¢ vrlo male doze kumarina mogu
znacajno ostetiti jetra i bubrege (Vogel, 1820), posebno kod osjetljivih ljudi. Stoga,
zbog moguce opasnosti po zdravlje, udio kumarina u hrani i zakonski je ogranicen.
Njegova koncentracija u prehrambenim proizvodima, u koje moze dospjeti kao
prirodna sastavnica nekih prirodnih aroma i biljnih ekstrakata, ograniCena je na

maksimalnih 2 mg/kg.

Tablica 1. Osnovna fizikalno-kemijska svojstva kumarina

KUMARIN

Kemijski naziv
(IUPAC) 2H-1-benzopiran-2-on
Kemijska formula CgHgO-

Molarna masa

Tocka talista 71°C

Tocka vrelista 301 °C

Gustoéa 0,935 g/cm®
Agregatno stanje  bezbojni prah
Topljivost 1,7 g/l (TH2O = 20 °C)
LDs 293 mg/kg (Stakori)




1.1.2. Podjela kumarina

Prema prisutnim supstituentima kumarini se mogu podijeliti na sljedece grupe:

1. kumarini, hidroksikumarini i glikozidi kumarina (melilotozid)

2. hidroksi-, metoksi- (aloksi-) i metilenhidroksikumarini s:
a) hidroksilnim ili alkoksilnim skupinama na benzenskom prstenu
b) hidroksilnim ili alkoksilnim skupinama na a-pironskom prstenu

c) hidroksi ili metoksikumarini alkilirani u benzenskom ili pironskom

prstenu

3. furokumarini ili kumaron-a-pironi koji sadrze supstituente u benzenskom,

furanskom ili pironskom prstenu

a) derivati psoralena, tj. furokumarini kod kojih je furanska jezgra

kondenzirana s kumarinom u polozaju 6,7

b) derivati angelicina, tj. furokumarini kod kojih je furanska jezgra s

kumarinom u polozaju 7,8

4, piranokumarini ili kromeno-a-pironi koji sadrZze prsten 2,2-dimetilpirana,
kondenziran s kumarinom u poloZaju 5,6 ili poloZaju 7,8, a sami mogu biti

supstituirani u benzenskom prstenu ili nekoj od heterociklickih jezgara
5. 3,4-benzokumarini

6. kumarini s benzofuranskim prstenom kondenziranim s kumarinom u polozaju
3,4 (kumestrol)

7. sloZeniji spojevi u kojima dolazi kumarinski sustav (aflatoksini, novobiocin)



1.1.3. Derivati kumarina

S obzirom da na kumarinskom prstenu postoji 6 poloZzaja na kojima se moze
vrSiti supstitucija, poznato je mnostvo razliitih derivata kumarina (Slika 3.), bilo
sintetickih ili prirodnih, a takva strukturna raznolikost za posljedicu ima obilje razlicitin
bioloskih aktivnosti. Neki derivati kumarina su iz skupina tiosemikarbazida,
tiazolidinona, Schiffovih baza, €alkona, pirazolina te tiazolidindiona. Prisutnost
kumarinskih derivata u biljkama vrlo je uCestala, a mnoge od tih biljaka upotrebljavaju

7

se u tradicionalnoj medicini joS od davnina (Cavar i sur., 2009; Mata i sur. 1987).
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5
Ri 1073 3
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Slika 3. Struktura nekih derivata kumarina

1) Herniarin R{,R3,Rs = H, Ry, = OCHg3; Il) Eskuletin R{,R, = OH, R3,Rs = H; 1ll)
Eskulin R = 6-glukozid, R, = OH, R3,R4 = H; IV) Skopoletin Ry = OCH3, R, = OH,
R3,Rs = H; V) lzoskopoletin Ry = OH, R, = OCHj3;, R3, R4 = H; VI) Umbeliferon
R1,R3,Rs = H, R, = OH; VII) Dihidrokumarin R{,R;,R3,Rs = H; VIIl) 8-OAc-6-
hidroksi-7-metoksi-4-metilokumarin R; = OH, R, = OCH3, R3 = COOCH3, R4 =
CH; (Zolek i sur., 2003)

Derivati kumarina koji se vrlo Cesto javljaju u prirodi su umbeliferon (7-
hidroksikumarin), eskuletin (6,7-dihidroksikumarin), herniarin (7-metoksikumarin),

psoralen i imperatorin (Molnar, 2011).

Uloga kumarina i njihovih derivata uistinu je raznolika. Neki inhibiraju rast,
drugi pak stimuliraju klijanje sjemenja, a neki djeluju kao narkotici, sedativi i hipnotici.
Fraksin, jedan od derivata kumarina uzrokuje paralizu centralnog Ziv€anog sustava u

Zaba i miSeva (Tohoku, 1935).

Dikumarol je derivat kumarina koji je strukturom sli¢an vitaminu K, a nalazi se

u pokvarenoj djetelini i uzrokuje smrtonosna krvarenja stoke koja se njome hrani jer



inhibira produkciju vitamina K koji je vazan kofator u sintezi razli¢itih faktora
zgruSavanja (faktor zgruSavanja Il, VII, IX, X). Taj derivat kumarina upotrebljava se u
medicini kao antikoagulans za sprjeCavanje tromboze u bolesnika sklonih stvaranju

ugruSaka.

Dikumarol (Slika 4.) i srodni derivati, antagonisti vitamina K, poput varfarina,
djelotvorni su otrovi za Stakore. Krave koje jedu dikumarol imaju nenormalan
protrombin koji, za razliku od normalnog, ne veze Ca®" ione. Ta je razlika neko
vrijeme bila zagonetna jer nenormalni protrombin ima isti broj aminokiselinskih
ostataka, a rezultati analize aminokiselina nakon kisele hidrolize jednaki su kao i za
nenormalni protrombin. Razgradnjom normalnog protrombina otkrilo se da molekula
veze Ca®" ione svojim N-terminalnim dijelom. Tada je pronadeno da je N-terminalni
peptid nenormalnog protrombina bitno drukdije elektroforetski pokretljiv od analognog
peptida iz normalne molekule. Istrazivanja tih peptida nuklearnom magnetskom
rezonancijom pokazala su da normalni protrombin sadrzi dotad nepoznatu
aminokiselinu y-karboksiglutamat, a da nenormalnom protrombinu ta preinadena
aminokiselina nedostaje. Naime, prvih deset ostataka glutamata u N-terminalnom
podrucju protrombina se karboksilira u y-karboksiglutamat enzimskim sustavom koji
ovisi o vitaminu K. Ta preinaCena aminokiselina ostala je nezapazena dugo jer se y-

karboksi skupina gubi pri kiseloj hidrolizi dajuc¢i glutamat (Stryer, 1991).

Dikumarol se koristi kod pojave krvnih ugrusaka i u oftalmologiji kod lijeCenja
poviSenog oc€nog tlaka (glaukoma) gdje svojim antikoagulativnim djelovanjem

poboljSava cirkulaciju u kapilarama mreznice (Horpurgo i Vallerio, 1951).

Slika 4. Struktura dikumarola

Jos§ jedan antikoagulans s kumarinskom jezgrom je i varfarin ili 4-hidroksi-3-(3-
okso-1-fenilbutil)-2H-kromen-2-on (Slika 5.) koji spada u skupinu 4-hidroksikumarina.

Varfarin je prvobitno koriSten kao otrov za Stakore, ali su ga s vremenom zamijenili
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uCinkovitiji i brzi otrovi (Borges i sur., 2005). Prema djelovanju spada medu
antagoniste vitamina K, (E)-2-metil-3-(3,7,11,15-tetrametilheksadek-2-enil) naftalen-
1,4-dion, koji je neophodan za normalnu sintezu faktora zgrusavanja Il, VII, IX i X.
Namirnice koje sadrze vitamin K (Spinat, brokula, cvjetaca) mogu stupiti u interakcije

s varfarinom i smanijiti antikoagulativni ucinak.

0
|

OH

AN
N
o~ o

Slika 5. Struktura varfarina

Derivati kumarina s ve¢im brojem hidroksilnih skupina pokazuju puno vecu
bakteriostatsku aktivhost od monohidroksikumarina. Antibiotik novobiocin (Slika 6a.)
(5-hidroksi-6-(4-hidroksi-3-(4-hidroksi-3-(3-metilbut-2-enil)benzamid)-8-metil-2-okso-
2H-kromen-7-iloksi)-3-metoksi-2,2-dimetil-tetrahidro-2H-piran-4-il karbamat), derivat
4,7-dihidroksi-8-metil kumarina, izoliran je 1957. godine iz bakterija Streptomyces
niveus i S. sphaeroides. Primjenjuje se kao antibiotik za rezistentne stafilokoke
(Trkovnik, 1970), ali su ga potisnuli penicilini otporni na penicilinazu koji imaju Siri
antibakterijski spektar (Kazcka i sur., 1956). Novobiocin se nekada Kkoristio za

lije€enje tuberkuloze (Karah i sur., 2000), a poznato je da inhibira sintezu RNA.

MetaboliCki produkt bakterije Streptomyces rishiriensis je novije KoriSteni
antibiotik kumermicin (Slika 6b.), slicha sastava novobiocinu (Kawaguchi i sur.,
1965).
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Slika 6. Struktura novobiocina (a) i kumermicina (b)

Dosta zanimljivi derivati su heterocikli€¢i spojevi kumarina kondenzirani u
polozaju 3,4-kumarinskog sustava zbog svog utjecaja na biokemijske reakcije u
pojedinim  organizmima. Imaju dikumarinsku strukturu s kondenziranim
ciklopentenom (aflatoksini B i M) ili s kondenziranim laktonom (aflatoksini G) (Butler,
1974). Nazivaju se aflatoksini (Slika 7.) te su produkt metabolizma nekih rodova
plijesni (Aspergillus flavus i Aspergillus parasiticus) koje imaju kancerogeno

djelovanje (Eaton i sur., 1994).

Ove se plijesni pojavljuju na uskladiStenom kukuruzu, Zzitu i Kikirikiju.
Aflatoksini su lipofilni, termostabilni spojevi koji spadaju u skupinu mikotoksina.
Osijetljivi su na UV-svjetlo pod kojim pokazuju karakteristicnu plavu ili zelenu

fluorescenciju prema kojoj su i dobili ime (B — blue — plava fluorescencija; G — green



— zelena fluorescencija). Ljudi se mogu zaraziti direktno, konzumiranjem hrane
kontaminirane navedenim plijesnima ili indirektno, konzumiranjem mlijeka Zivotinja
koje su hranjene plijesnivim krmivom. Osim u mlijeku, aflatoksini se mogu naci i u
urinu i fekalijama (Mykkaneni sur., 2005). Aflatoksini mlijeka (M1 i M2) su hidroksilirani
derivati aflatoksina B4 i B,. lzrazitu kancerogenost ima aflatoksin By, dok su
aflatoksini G1, B2, My slabije kancerogeni, a G, i M, nemaju dokazanu kancerogenost
(De Long i sur., 1964).

Mehanizam djelovanja aflatoksina zasniva se na inhibiciji proteina
nukleinskih kiselina, vaznih strukturnih biomolekula jer inhibiraju RNA polimerazu.
|zrazita toksi¢nost i mutageno djelovanje posljedica su dvostruke veze u furanskom

prstenu.



Aflatoksin G, Aflatoksin G,

Slika 7. Struktura aflatoksina

1.1.4. Bioloska aktivhost kumarina

Kumarini su, poput drugih flavonoida i polifenolnih spojeva, snazni
antioksidansi kako u hidrofilnom, tako i u lipofilnom okolidu (Alves i sur., 1993). Osim
Sto je dobar antioksidans, kumarin je inhibitor enzima te prekursor nekih toksicnih
supstanci. Biljni ekstrakti koji sadrze derivate kumarina joS se i danas primjenjuju u

tradicionalnoj medicini.
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Kumarini su vrlo aktivni spojevi pa tako oni s fenolnim hidroksilnim skupinama
pokazuju sposobnost hvatanja slobodnih radikala (Cagié¢ i Molnar, 2010a; Cagié i
sur., 2010b; Cagié i sur., 2011), osobito reaktivnih kisikovih vrsta (Dighe i sur., 2010;
Kalkambar, 2011) i Cesto se koriste kao inhibitori ciklooksigenaze i lipoksigenaze u
upalnom ciklusu (Kalkhambkar, 2011). Mnostvo kumarina utjeCe na formaciju i
hvatanje reaktivnih kisikovih (ROS) i dusSikovih vrsta (RNS) i na taj nacin djeluju kao
antioksidansi, Sto ukljuCuje niz razliitih molekularnih djelovanja i vjerojatno je
povezano s njihovom strukturnom sliéno$éu s flavonoidima i benzofenonima (Cavar i
sur., 2009). 7-hidroksikumarin (umbeliferon) je snazan antioksidans koji spada u
skupinu prirodnih kumarina, a pronalazimo ga u vocu i povréu (Farshori i sur., 2011).
Poznato je da ima antikancerogenu aktivnost (Kofinas i sur., 1998) te je inhibitor
aldoza reduktaze (Okada i sur, 1995) i ksantin oksidaze (Mills i Bone 2000).

Kumarin i njegovi derivati su diljem svijeta prihva¢eni kao korisni lijekovi s
brojnim bioloSkim ulogama (Bruhimann i sur., 2001) (Tablica 2.). Snazni su
antikoagulansi (Buzariashvili i sur., 2003), antibiotici (novobiocin i njegovi analozi)
(Chatterjea i sur.,1986), te imaju ulogu i u borbi protiv AIDS-a (Chavan, 2006;
Kostova, 2005). Neki od njih mogu uzrokovati znaCajne promjene u regulaciji
imunoloSkog odgovora, rastu stanica i diferencijaciji (Lacy i O’Kennedy, 2004).
Njihova bioloSka svojstva povezana su s postojanjem laktonskog prstena, dvostruke
veze u 3,4-polozaju te razliCitim karakterom i poloZajem supstituenata. Tako se u
sastavu poznatog antiinflamatornog, antipiretickog i analgetskog lijeka diklofenaka

nalazi kumarin.

Uistinu je Sirok raspon bioloskih uloga kumarina te uopce ne iznenaduje
zainteresiranost istrazivanja ovoga podruc¢ja. Zanimljivo je pak da su gotovo svi
derivati kumarina bioloski djelatni, tj. imaju mnogobrojne korisne funkcije. Brojni
derivati kumarina djeluju na neke skupine enzima kao $to su integraze,
monoaminooksidaze (MAO), humane leukocit elastaze i HIV proteaze (Charitos i
sur., 2001).

Zacijelo jedna od najvaznijih uloga kumarina jest njihova antikancerogena
aktivnost (Bourinbaiar i sur., 1993) koja je dugo vremena bila nepoznata. Kumarin i
7-hidroksikumarin inhibiraju proliferaciju mnostva humanih stani¢nih linija in vitro te

se zajedno s ostalim metabolitima pokazao kao inhibitor stani¢ne proliferacije kod
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stanica ZeluCanog karcinoma, a veé je potvrdena njegova aktivnost protiv raka

prostate, malignog melanoma i
(Kostova, 2005).

metastatskog

renalnog stani€nog karcinoma

Tablica 2. Biologko djelovanje kumarina i njihovih derivata (Molnar i Cagi¢, 2011)

Biolosko djelovanje

lzvor

Antiinflamatorno djelovanje, in vitro i in

vivo

(Ojala, 2001; O'Keneddy i Thornes, 1997;
Sardari i sur., 2000; Silvan i sur., 1996)

Analgetsko djelovanje

(O'Keneddy i Thornes,1997)

Antifungalna aktivnost

(Sardari i sur., 1999; Farshori i sur.,
2011)

Antiaritmicko djelovanje

Sardari i sur., 2000)

Antihelmintska aktivnost

O'Keneddy i Thornes, 1997)

Antihipertenzijska aktivnost

Pandey i sur., 2004)

Antikancerogeno djelovanje

Manojkumar i sur., 2009; Ojala, 2001)

Antikoagulacijsko djelovanje

Kostova i sur., 2005; Ojala, 2001)

Antileukemijsko djelovanje

Kotali i sur., 2008)

Antimalarijska aktivnost, in vivo i in vitro

Ojala, 2001)

Antimikrobna aktivnost

(
(
(
(
(
(
(
(

Kwon i sur., 1997; Ojala, 2001; Mohareb
i sur., 2009;0'Keneddy i Thornes, 1997)

Antioksidacijska svojstva

(Cagi¢ i Molnar, 2010a; Caé&i¢ i sur.,
2010b; Cadié i sur., 2011)

Antipireticko djelovanje

O'Keneddy i Thornes, 1997)

Antiviralna aktivnost, in vitro

Ojala, 2001; Pandey i sur., 2004)

Citostaticki efekt, in vivo

Ojala, 2001)

Diureticko djelovanje

O'Keneddy i Thornes, 1997)

Estrogensko djelovanje

Hipnoticki ucinak

O'Keneddy i Thornes, 1997)

Hipotermalno djelovanje

O'Keneddy i Thornes, 1997)

Hipolipidemicko djelovanje

Huang i sur., 1993)

Imunostimulacijsko djelovanje

(
(
(
(
(O'Keneddy i Thornes, 1997)
(
(
(
(

Sardari i sur., 2000)

12




Imunosupresivno djelovanje

Sardari i sur., 2000)

Inhibicija gonadotropina

Sardari i sur., 2000)

Inhibicija aldoza reduktaze u leci

Okada i sur., 1995)

Inhibicija otpustanja histamina

Sardari i sur., 2000)

Inhibicija LDL oksidacije

Natella i sur., 2010)

Inhibicija lipidne peroksidacije

Roussaki i sur., 2010; Yun i sur., 2001)

Inhibicija DNA-giraze

Sardari i sur., 2000)

(
(
(
(
(
(
(
(

Inhibicija enzimske aktivnosti u jetri, in | (Ojala, 2001)
vitro
Inhibicija monoamin oksidaze, in vitro (Ojala, 2001)
Inhibicija protein kinaze, in vitro (Yang i sur., 1999)
Fotosenzibiliziraju¢a aktivnost, in vivo (Ojala, 2001)

(

Kalcij antagonisti¢ka aktivnost, in vitro i in

Vivo

Ojala, 2001; Sardari i sur., 200
Abyshev i sur., 2006)

0;

Kolereti¢ki ucinak

O'Keneddy i Thornes, 1997)

Narkotic¢ki ucinak

O'Keneddy i Thornes, 1997)

Regulacija rasta biljaka

O'Keneddy i Thornes, 1997)

Smanjenje lomljivosti kapilara

Sardari i sur., 2000)

SpazmolitiCka aktivnost

O'Keneddy i Thornes, 1997)

Sprje€avanje zubnog karijesa

Sardari i sur., 2000)

Stimulacija respiracije

Trovanje ribe

Sardari i sur., 2000)

Tretiranje psorijaze

Sardari i sur., 2000)

Tuberkulostatska aktivnost

O'Keneddy i Thornes, 1997)

Urikozuri¢no djelovanje

O'Keneddy i Thornes, 1997)

Vazodilatacijski u€inak

O'Keneddy i Thornes, 1997)

Zastita endotela

(
(
(
(
(
(
(O'Keneddy i Thornes, 1997)
(
(
(
(
(
(

O'Keneddy i Thornes, 1997)
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1.1.5. Dobivanje kumarina
1.1.5.1. Biosinteza kumarina u biljkama

Biosinteza kumarina specifitna je za neka tkiva biljaka te se regulira tijekom
razvoja. Inducira se kao odgovor na mnosStvo biotiCkih i abiotiCkih stresova,
nedostatak nutrijenata i kemijske signale kao $to su biljni hormoni i metaboliti, kao i
ksenobiotici (Cabello-Hurtado i sur., 1998).

Mnogo je hipoteza o nastanku kumarina i njegovih derivata u biljkama.
Medutim, danas je poznato da jezgra jednostavnih kumarina nastaje iz cimetne
kiseline Cija se sinteza odvija po Sikimathom putu iz ugljikovodika ili pak spajanjem

acetatnih jedinica (Slika 8.).

Prvo se odvija hidroksilacija benzenske jezgre u orto- polozZaju (a), zatim se na
kisik veze glukoza u orto- polozaju (b) te dolazi do izomerizacije dvostruke veze
bo¢nog lanca pomoc¢u enzima izomeraze (c). Ovim postupkom nastaje o-kumarinska
kiselina na koju je vezana glukoza. Otcjeplienjem glukoze i laktonizacijom dolazi do
zatvaranja pironskog prstena i nastanka kumarina (d). Ovdje je glukoza prijenosna

grupa koja pomaze pri cis-trans izomeriji.

(@]
©/\/\OH . @(\/\OH
OH
cimetna Kkiselina o-hidroksicimetna
kiselina

(o]

H
H
/CH2
ho—~  ___° @(\/\OH
glukoza
O/ O/glukoza
\l/ d
~X
=
(©] o

Slika 8. Biosinteza kumarina u biljkama
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1.1.5.2. Kemijska sinteza kumarina

Povijest sintezekumarina seze do sredine 19. stoljeca kada je Perkin prvi puta

sintetizirao kumarin, a reakcija i danas nosi njegovo ime.

Kumarini se mogu sintetizirati  Perkinovom, = Pechmannovom ili
Knoevenagelovom reakcijom, kao i Wittigovom, Kostanecki-Robinsonovom i

Reformatskyjevom reakcijom (Borges i sur., 2005).

Perkinova sinteza

Perkinova reakcija (Slika 9.) podrazumijeva sintezu kumarina aldolnom
kondenzacijom aromatskog o-hidroksibenzaldehida i anhidrida kiselina u prisutnosti

alkalne soli ili kiseline (Borges i sur., 2005).

CE\ : CH COONa CE\
//LCHa

CHgCOONa

oo, cci

2H-kromen-2-on

Slika 9. Perkinova sinteza

Pechmannova kondenzacija

Reakcija se temelji na uzajamnom djelovanju fenola s jabu¢nom kiselinom ili
B-ketoesterima (Slika 10.) u prisustvu sumporne kiseline ili drugih kondenzirajucih
agenasa. Tijek reakcije ovisi o prirodi fenola, strukturi B-ketoestera te o

kondenziraju¢em agensu (Daru i Stirling 2011).
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CHCOOH H,SO,
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HO HO
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Slika 10. Pechmannova sinteza

Knoevenagelova sinteza

Ova metoda sinteze (Slika 11.) zasniva se na reakciji o-hidroksibenzaldehida s
etil-malonatom, etil-acetatom ili etil-cijanoacetatom uz prisutnosti piperidina ili

piridina. Reakcijom nastaju derivati kumarina (Jones 2004).

R
\O §:O \ R
+ ') piperidin
HO OH > HO o o
H3C

Slika 11. Knoevenagelova sinteza

Wittigova sinteza

Sinteza kumarina utemeljena na Wittigovim reakcijama (Slika 12.) ukljuCuje
kondenzaciju  2-hidroksibenzofenona,  etoksikarbonil-metilen-trifenilfosfina  u
apsolutnom benzenu. Metoksi- derivati 4-fenilkumarina su pripremljeni koristeéi 2-

hidroksi-4- metoksibenzofenon kao pocetni materijal (Garazd i sur., 2005).

MeO o.__0
MeO OH Ph,P=CHCOOEt =

. Ar
Ar

Slika 12. Wittigova sinteza
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Kostanecki-Robinsonova reakcija

U Kostanecki-Robinsonovoj reakciji (Slika 13.) kumarini, naj¢eSée 3- i 4-
supstituirani kumarini, nastaju u reakciji acilacije o-hidroksiaril ketona s anhidridima

alifatskih kiselina, nakon Cega slijedi ciklizacija (Borges i sur., 2005).

1

R R R!

N6 RN O g2 R
I S

OH 0 Xg

Slika 13. Kostanecki-Robinsonova reakcija

Reformatskyjeva reakcija

Kondenzacijom aldehida ili ketona s organocinkovim derivatima a-haloestera
nastaju (B-hidroesteri, a reakcija se naziva Reformatskyjeva reakcija (Slika 14.). U

odredenim uvjetima moze doci do laktonizacije i nastanka kumarina (Molnar, 2011).

0
R | R

Br |
CH OH

; )
C(OH)CH ,CO,CH,CH3
o @
B
o) \O OH

Slika 14. Reformatskyjeva reakcija
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1.2. 7-Hidroksikumarin-4-octena kiselina

W. Baker i suradnici (1950) usavrsili su metodu dobivanja 7-hidroksikumarin-4-
octene Kkiseline iz limunske kiseline i rezorcinola, a kao katalizator je koriStena
koncentrirana sumporna kiselina. Na poviSenoj temperaturi (60-75°C) dolazi do
stvaranja aceton dikarboksilne kiseline koja reagira s rezorcinolom (Slika 15.). Vrlo je
vazno da se prilikom dodavanja rezorcinola temperatura reakcijske smjese odrzava
ispod 0 °C jer ako temperatura prijede +5 °C dolazi do stvaranja Citavog niza

smolastih nusprodukata.

CH,COOH
CHz—cooH
+ | H,S0, A
HO—C——COOH
HO OH
CH2—cooH HO o) o)

Slika 15. Dobivanje 7-hidroksikumarin-4-octene kiseline

1.2.1. Hidrazidi karboksilnih kiselina
1.2.1.1.Dobivanje hidrazida

Hidrazidi nastaju reakcijom hidrazina s derivatima karboksilnih kiselina od kojih
se najviSe koriste anhidridi (RCH,O3R'"), esteri (RCOOR') te kiselinski kloridi (RCOCI).

O 0 9] O
)K )’k R )K
a)

b) c)

Cl

Slika 16. Anhidridi karboksilnih kiselina (a), esteri karboksilnih kiselina (b) i kloridi
karboksilnih kiselina (c)

Hidrazidi mogu biti alifatski i aromatski, monoacil i diacil hidrazidi §to ovisi o

strukturi karboksilne skupine iz koje nastaju.
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Hidrazidi karboksilnih kiselina dobivaju se reakcijom kiselinskih estera s
hidrazinom u otopini etilnog alkohola, zagrijavanjem uz refluksiranje (Slika 17.).
Reakciju je moguce provesti i pri sobnoj temperaturi pri Cemu se kao otapalo koristi

metanol (El-Ansary i sur., 1992).

@)

(0]
C,HsOH
R4< + H2NNH2 - R //
N

OR NHNH,

Slika 17. Dobivanje hidrazida karboksilnih kiselina

1.2.1.2. Svojstva i primjena hidrazida

Neki od kiselinskih hidrazida na bazi kumarina fluoresciraju pod UV zraCenjem
te se mogu detektirati upotrebom UV lampe. Odredivanje je mogucée u podrucju
ultraljubiCastog i vidljivog spektra. Takoder posjeduju svojstvo kemiluminiscencije, tj.
emisije svjetla bez isijavanja topline Sto omogucéava lakSu identifikaciju hidrazida
(Lever, 1972).

Hidrazidi karboksilnih kiselina, posebno hidrazidi na bazi kumarina, posjeduju
antifugalno i antibakterijsko djelovanje. Hidrazid maleinske kiseline se primjenjuje u
podruCju agrotehnike za inhibiciju klijanja, hidrazid izonikotinske kiseline ima
razarajuce djelovanje na mikroorganizme pa je jedan od najznacajnijh
tuberkulostatika. U prehrambenoj industriji neki hidrazidi se koriste kao analiticki

reagensi za odredivanje sadrzaja ugljikohidrata.
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1.3. Tiosemikarbazidi

1.3.1. Struktura i upotreba tiosemikarbazida

Tiosemikarbazidi (TSC) (Slika 18b.) su dragocjeni gradivni blokovi peteroclanih
heterocikla jer lako i na specifiCan nacin ulaze u kemijske reakcije (Kappel i sur.,
2004). Strukturom su sliéni semikarbazidima (Slika 18a.), osim Sto se na mjestu

kisikova atoma nalazi sumpor, odakle i dolazi prefiks tio-.

Prisutnost dusSika i sumpora kao dobrih donorskih atoma za nastajanje
koordinacijske veze s metalnim kationima omogucuje tiosemikarbazonima i
tiosemikarbazidima stvaranje stabilnih kompleksnih spojeva s vecinom prijelaznih
metala, Sto ih svrstava u dobro poznati razred izuzetno razli€itih bioloSkih aktivnosti
(Suvarapu i Baek, 2015).

Karakterizira ih Sirok spektar bioloskih aktivnosti te u kombinaciji s kumarinima
pokazuju znadajnu antioksidacijsku aktivnost (Sarkanj i sur., 2013). Osim biologkih
znacajki, vazna je i njihova upotreba u industriji gdje potpomazu u suzbijanju korozije
te u nautici gdje se koriste kao sredstva za premazivanje brodova radi sprieCavanja
stvaranja obrastajnih zajednica (algi) koje uzrokuju trajna ostecenja plovila (Zamani i
sur., 2004). Tako je, primjerice, poznat mehanizam kojim tiosemikarbazidi djeluju kao
znacajni inhibitori korozije bakra u otopinama bogatim kloridnim ionima (Singh i sur.,
2003). Nadalje, vaznu ulogu imaju i u agronomiji kao aktivatori rasta biljaka ¢ime

zamjenjuju ulogu prirodnih fitohormona (Basak i sur., 2010).

O S

_NH _NH
HNT SNHT 2 HNT SN2

a) b)
Slika 18. Kemijska struktura: a) semikarbazida

b) tiosemikarbazida
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Tablica 3. Osnovna fizikalno-kemijska svojstva tiosemikarbazida

TIOSEMIKARBAZID (TSC)

Kemijski naziv (IUPAC) hidrazinkarbotioamid
Kemijska formula CHsN3S

Molarna masa 91,14 g/mol

Tocka talista 180-182 °C

Tocka vrelista -

Gustoéa 1,38 g/cm® (20 °C)

s
)l\ NH,
H,N N7
H

Unato€ brojnim istrazivanjima, tiosemikarbazidi su i dalje relativho nepoznata
skupina organskih spojeva. Zahvaljujuéi Sirokom spektru bioloskih aktivnosti,
zasluzuju mnogo viSe paznje te je daljnje istrazivanje njihovih derivata klju¢an
Cimbenik u razvoju farmakoloski aktivnih supstanci koje mogu pomoci u lijeCenju

mnogih bolesti (Reshma i Avinash, 2013).

1.3.2. Sinteza tiosemikarbazida

Za prvu sintezu tiosemikarbazida zasluzni su Freund i Schander koji su davne
1896. godine sintetizirali tiosemikarbazid. Kasnije su tu reakciju zastitili patentom.
Proveli su sintezu (Slika 19.) koju i danas naj¢eS¢e koristimo kod dobivanja

tiosemikarbazida.

/NH3+SCN' H, ?H ﬁ
NH; ‘ N+ NHSCN == HN—C—NH, —> HN—C—
N H N

Slika 19. Sinteza tiosemikarbazida prema Freundu i Schanderu
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Sinteza tiosemikarbazida moze se provesti i mijeSanjem odgovarajuceg
derivata tiouree, otopljene u alkoholu, uz dodatak malog suviSka fenilhidrazina (Slika
20.). Otopina se refluksira 6 sati (Sandler i Karo, 1971).

S S
-NH
NH | 3 NH
70N + R-NH—C—NH 7/ \
CeHs NH, 2 CeHs NH- “NHR

Slika 20. Dobivanje tiosemikarbazida dezaminacijom

Dosad objavljene metode sinteze tiosemikarbazida ukljuCuju reakciju (Slika
21.) izoticijanata s hidrazinom (i), najéeSce koriStenu metodu sinteze, no nedostak je
Sto je izotiocijanate teSko skladistiti te rukovati s njima. Redukcija tiosemikarbazona
natrijevim borohidridom (ii) je korisna reakcija za pripremu tiosemikarbazida samo
ako je R?>=H mono-, di- i tri- supstituiran (ne tetra- ili penta- supstituiran). Reakcija
hidrazina s reaktivnim derivatima tiokarbamatne kiseline (iii) joS je jedna od metoda
sinteze tiosemikarbazida. Reakcijom cijanohidrazina sa sumporovodikom (iv) nastaju
mono- ili disuptituirani tiosemikarbazidi (R'=R?*=H). Naposlijetku, reakcijom 1,2,4-
triazola ili bis (imidazolil)metantiona s aminima, a zatim s hidrazinima mogu nastati

di- i trisupstituirani tiosemikarbazidi (Katritzky i sur., 2006).

1 5 3
N§C ﬁ R R\ R TS
S ° x~ N T NH 4+ N—NH RS
% | =3 R2 R4 ,/ ~eN
RY NH R4
\\\l\
(i (v)
? a7
R
SN
ﬁ [ s
N (i)  NaBH N R (iii) R R
RY SN ONH e ROONTONT ———— /”\ RN
\ | R2 R°=H PP X N~ 4+ N—NH
R® R ' R 'l?z R*

X=Cl, OAlk, SAlk, NH (C=S)S, (ROOC)S

2

Slika 21. Putevi sinteze tiosemikarbazida
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1.3.3. Upotreba tiosemikarbazida

TSC su znacajni intermedijeri u pripremi razliCitih heterocikliCkih derivata,
izmedu ostalog, 2,4-tiazola (Oruc i sur., 2004), 1,3,4-tiadiazola (Randhavane i sur.,
2010) i 1,2,4-triazola (Shi i sur., 2011) te 1,3,4-oksadiazola (Rivera i sur., 2006).
Derivati tiosemikarbazida imaju dobra antibakterijska svojstva (Reshma i Avinash,
2013). Stovise, pokazuju Sirok spektar razligitih bioloskih aktivnosti, a eksperimenti in
vitro su pokazali kako imaju znacCajnu ulogu u obrani od malarije, ameba i
tripanosoma i to u malim koncentracijama koje nisu toksi¢ne za stanice sisavaca
(Bhat i sur., 2008; Leite i sur., 2006).

Tiadiazoli su u pocetku koridteni u farmaceutskoj industriji zbog antibakterijskih
svojstava dok im je kasnije primjena proSirena pa su koriSteni i kao protuupalna

sredstva, pesticidi, boje i maziva te analitiCki reagensi (Vasoya i sur., 2005).

Jedna od metoda priprave 1,2,4 triazola je reakcija ciklizacije acilnih derivata
tiosemikarbazida (npr. 1,2,4-triazol-1 octene kiseline i 1,2,4-triazol-4-octene kiseline)

u alkalnom mediju (Wujec i sur., 2005).

Reakcijom 2-hidrazinokarbonil-3-kloro-5-fenoksi-benzo [b] tiofena s razlicito
supstituiranim  fenilnim  izotiocijanatima  dobiju se  N-supstituirani  derivati
ariltiosemikarbazida. Derivati 1,3,4-tiadiazola dobiju se ciklizacijom

ariltiosemikarbazida sumpornom kiselinom (Slika 22.) (Vasoya i sur., 2005).
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Slika 22. N-supstituirani derivati ariltiosemikarbazida

ZnacCajni derivati su i tiosemikarbazoni koji se mogu dobiti reakcijom
tiosemikarbazida s aldehidima ili ketonima. Reakcijom aril- ili alkiltiosemikarbazida i
razli€itih aldehida u etanolu kao otapalu, uz dodatak par kapi ledene octene kiseline,
mogu se dobiti razli€iti tiosemikarbazoni (Slika 23.) znacajnih bioloskih svojstava.
Reakcija moze biti potpomognuta mikrovalnim zraCenjem Cime se vrijeme trajanja
reakcije znatno skracuje (Moretto dos Reis i sur., 2011).

H
() etanol, octena kiselina | |
———————
| | mikrovalno zracenje, 100 W _N N
N + )l\ — R \H/ NZ R,
R1 H kapi octene kis. -

| 2

N

R ¢ NH
| > S
S

bez otapala

Slika 23. Dobivanje tiosemikarbazona

Tiosemikarbazidi mogu stvarati i metalne komplekse. Campbell i Tomi¢ su jos

1962. sintetizirali poli-tiosemikarbazide (PTSC) i u svom radu prikazali stvaranje
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kemijskih kompleksa polimera sa Zeljezom, niklom, srebrom, bakrom, srebrom i
platinom (Campbell i Tomi¢, 1962.; Tomi¢ i sur., 1962). Novija su istraZivanja
pokazala kako poli-tiosemikarbazidi (PTSC) (Slika 24.) mogu posluziti za proizvodnju
asimetriCnih membrana kojima se prikuplja (ekstrahira) zlatov (lll) ion iz razrijedenih
otopina. Svaka monomerna jedinica PTSC-a sadrzi dvije tiosemikarbazidne skupine
koje tvore koordinacojsko mjesto samoga polimera. Koordincijsko mjesto na PTSC-u
takoder sadrzi jo§ neke kemijske skupine koje pridonose formiranju kompleksa sa
zlatom, &ime se sposobnost prikupljanja zlatovog (lll) iona znatno povecéava
(Villalobos i sur., 2014). Opcenito, poznato je kako N i S atomi imaju vaznu ulogu u
brojnim biomolekulama koje sadrze neki metal jer potpomazu koordinaciji metala na

aktivho mjesto (Bagihallia i sur., 2009).

Sinteza metalnih kompleksa tiosemikarbazida je prilicno jednostavna.
Kompleksi s Co (II), Ni (1), Cu (1), Zn (lI), Cd (ll) i Hg (ll) pripremaju se mijeSanjem
otopine soli metala i tiosemikarbazidnih liganada u klju¢aju¢em alkoholu u molarnom
omjeru 1:2. Nakon zagrijavanja u klju¢aju¢em alkoholu, kompleksni se spoj istaloZi
pomocu krutog natrijevog acetata. Dobiveni kompleks je netopljiv u organskim
otapalima, osim u dimetilformamidu (svi kompleksi) i dimetilsulfoksidu (samo

kompleks s niklom) (Setnescu i sur., 2004).

Q Q W b
NH—N N—NH

/

Slika 24. Struktura poli-tiosemikarbazida (PTSC)

Kompleksi tiosemikarbazida s bakrom imaju znafajnu antikancerogenu
aktivnost. Provodenjem brojnih eksperimenata na Rous sarkom virusu, dokazano je
kako ti kompleksi inhibiraju aktivnost o RNA ovisnoj DNA polimeraze sprjeCavajuci
time nastanak samoga karcinoma u ljudskom organizmu. Smatra se kako se
pozitivno nabijeni kompleks (Cu(TSC),**) veZe za negativnu fosfatnu skupinu

molekule DNA ¢ime je deaktivira (Pillai i sur., 1977).
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1.3.4. Bioloska aktivhost tiosemikarbazida

Tiosemikarbazidi (TSC) imaju Sirok spektar bioloskih aktivnosti. Prije svega,
istiCu se svojim antikancerogenim (Hu i sur., 2006), anti-HIV (Yogeeswari i sur.,
2011), antituberkuloznim (Pitucha 2010), antiviralnim (Shipman i sur., 1981),
antiprotozoi¢nim (Azam i Abid, 2010), antiepileptickim (Jatav i sur., 2008)
antidepresivnim (Klayman i sur., 1979), antimalarijskim (Yamaguchi i sur., 2009),
antifungalnim (Siddiqui i Singh, 2003) i antibakterijskim (Siddiqui i Singh, 2003)

svojstvima.

Takoder, TSC su znacajni agensi u borbi protiv razli€itih vrsta parazita, kao sto
su Plasmodium falciparum (Wilson i sur., 1974), Trypanosoma cruzi (Greenbaum i
sur., 2007), Trypanosoma brucei rhodesiense (Tenorio i sur., 2005) i Toxiplasma
gondii (Reis i sur., 2011).

Osim toga, TSC utje€u na aktivnost brojnih enzima, regulatora biokemijskih
reakcija u Zivim organizmima. Tako je poznato da TSC, na bazi kumarina, imaju
najbolji inhibicijski u€inak na aktivnost enzima polifenol oksidaze. Inhibicijski u€inak
derivata kumarina najvjerojatnije je uzrokovan ireverzibilnom inhibicijom zbog
formiranja veze tiosemikarbazidne skupine s bakrom u aktivhom sredistu enzima
Cime se sprjeCava pristup kisika te kompeticijskom inhibicijom zbog sli¢nosti

aromatskog prstena u strukturi derivata sa supstratom L-DOPA (Buri¢, 2011).

Zhang i sur. (2011) su sintetizirali seriju Calkona na bazi TSC te ustanovili da
posjeduju snaznu antitumorsku aktivnost i antiproliferativno djelovanje na ljudski

hepatocelularni karcinom jetre (HepG2).

Sam mehanizam antikancerogenog djelovanja tiosemikarbazida je slozen, a
zasniva se na ihibiranju biosinteze molekule DNA. Smatra se da TSC sprjeCavaju i
sintezu enzima ribonukleotid-difosfat reduktaze. Ovaj je enzim odgovoran za de novo
konverziju ribonukleotid difosfata u deoksiribonukleotid difosfate, Sto je esencijalno

za sintezu DNA i njezin popravak (Agrawal i sur., 1978; Miller i sur. 1998).

BioloSka aktivnost tiosemikarbazida potjeCe od liganada, to€nije supstituiranih
dusSikovih i sumpornih atoma. Naime, dokazano je da se u derivatima s dvostrukom —

SH skupinom povecava antitumorska aktivnost. Od presudne je vaznosti N-N-S
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tridentatni sustav liganada koji znacajno pridonosi antikancerogenim svojstvima

tiosemikarbazida (Hu i sur., 2010).

Zahvaljuju¢i C=S, -NH, i —NH- te nekim drugim funkcionalnim skupinama,
tiosemikarbazidi su znacajni antioksidansi, tj. pomazu stabilizaciju polimera protiv
termalne oksidacije (Sabaa i Abdel-Naby, 1999). Antioksidacijska aktivnost ovih
spojeva moze se pripisati prisutnosti skupina C=S i —NH- koje mogu djelovati kao

centri za hvatanje radikala (Setnescu i sur., 2004).

Tako je poznato da TSC inhibiraju enzim ribonukleotid reduktazu, na ¢emu se
zasniva mehanizam djelovanja poznatih lijekova protiv karcinoma kao Sto su Triapin i
Metisazon (Slika 25.) (Shefali i sur., 2014).

s
3 \\//NH2
0 0 P§ N—NH
/ - // H,N NHNH , i
—Q ——————> —Q0 — —O0
* \ \
CHj CHj

Slika 25. Sinteza Metisazona

Neki derivati, poput 1-(a-anilino-4-metilbenziliden) tiosemikarbazida su snazni
supresori izlu€ivanja inzulina iz B-stanica Langerhansovih oto€i¢a jer uzrokuju njihovo

propadanje (lizu stanica) (Campana i sur., 1990).

Tiosemikarbazidi su jedni od najjacih sintetiCkih latirogena te se
eksperimentalno koriste za poticanje osteolatiizma kod brojnih kraljeznjaka.
Osteolatiizam je degenerativni poremecaj koji uzrokuje deformaciju skeleta,
propadanje tkiva te nenormalni rad srca kod nekih skupina kraljeznjaka (Dasler i sur.,
1970).

Tiosemikarbazid je koristan strukturni motiv koji ima potencijal prikazivanja
kemijske funkcionalnosti biolo8ki aktivnin molekula. Optimizacija strukture moze
rezultirati revolucionarnim otkri¢ima nove klase terapeutskih sredstava (Reshma i

Avinash, 2013). Stoga, za ocekivati je da ¢e u buducnosti tiosemikarbazidi imati
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znacajniju primjenu u svakodnevnom zivotu, kao znacajna aktivna tvar mnogobrojnih

lijekova, no dotad ¢e zasigurno proci jo§ mnogo vremena.

1.4. Antioksidacijsko djelovanje
1.4.1. Oksidacijski stres

Oksidativni stres uzrokuje svako stanje u kojem se naruSava homeostaza
(Kawanishi i sur., 2001), a posljedica je prekomjernog nastajanja reaktivnih kisikovih
vrsta (oksidansi, radikali) uslijed poremecaja u ravnoteZi oksidacijsko-redukcijskih
procesa u bioloskim sustavima. Jednostavnije reCeno, oksidansi u biokemijskim
sustavima imaju sposobnost predavanja elektrona, dok antioksidansi (reducensi)
imaju sposobnost primanja elektrona. Uslijed prekomjernog stvaranja slobodnih
radikala nastaje oksidacijski stres koji je uzrok i karakteristika brojnih bolesti i
zdravstvenih poremecaja kao Sto su kardiovaskularne bolesti, neurodegenerativne
bolesti, karcinomi, dijabetes, autoimune bolesti i mnoge druge. Oksidansi u
organizmu nastaju kao produkt normalnih fizioloSkih procesa, proizvodnje energije,
aktivacije fagocita, kontrakcije misSi¢a, te izloZzenosti toksinima — duhanskom dimu,
alkoholu i pesticidima (Pisochi i Pop, 2015). Razli€iti oblici zracenja, poput UV-
zraCenja, x-zraka, mikrovalova i ultrazvuka takoder poti€u njihovo stvaranje (Sies,
1997).

Posljedice oksidacijskog stresa posebno su izraZzene u starijoj Zivotnoj dobi za
koju je i karakteristicna povecana ucestalost vecine od navedenih bolesti. Posebno
opsezna istrazivanja provode se u prou€avanju etiologije i patogeneze ateroskleroze
koja je smatrana neizbjeznim procesom starenja i degenerativnim procesom, a u
zadnja dva desetljeCa otkriveno je kako je jedan od vjerojatnih uzroka oksidacijski
stres (Stefan i sur., 2007). U teoriji nastanka ateroskleroze podetno o$teéenje
lipoproteina male gusto¢e (LDL cCestice) uzrokuje stvaranje lipidnih peroksida,
odnosno lipidnih radikala te dolazi do niza kaskadnih reakcija koje su vrlo vjerojatno

jedan od uzroka aterosklerotskog procesa.
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1.4.2. Antioksidansi i slobodni radikali

Antioksidansi su spojevi koji mogu odgoditi ili sprijeciti oksidaciju lipida ili
drugih molekula inhibirajuci inicijaciju ili Sirenje lan€anih reakcija (Velioglu i sur.,
1998). Imaju veliku vaznost u sprjeCavanju oksidativnog stresa i Stite metabolizam od
visoko reaktivnih kisikovih vrstakoje mogu uzrokovati degenerativne bolesti ili ostetiti
stanice u ljudskom organizmu (Helen i sur. 2000). Klju¢na uloga antioksidanasa je
hvatanje ili reagiranje sa slobodnim radikalima i sprjeCavanje propagacije lanCane

reakcije izazvane istima.

Antioksidacijska aktivhost nekog spoja pripisuje se njegovoj sposobnosti
hvatanja kisikovih vrsta, inhibiciji reakcije oksidacije mikrosomalnih citokroma P450 i
sprjeCavanju nastajanja ROS-ova. Da bi neka tvar bila dobar antioksidans mora
sadrzavati atom vodika kojeg moze vrlo lako otpustiti i pritom tvoriti slobodni radikal
koji mora biti stabilan i nereaktivan kako ne bi sudjelovao u koraku propagacije
lanCane reakcije (Malhotra i sur., 2008). Antioksidansi se mogu kategorizirati prema
tome doniraju li slobodnim radikalima vodikov atom, hvataju li singlet kisika i
sekundarne produkte lipidne oksidacije ili pak,djeluju li kao kelatori prijelaznih metala
(Yeoisur., 2010).

Reaktivne kisikove vrste (Reactive Oxygen Species- ROS), tj. slobodni radikali
su vrlo male molekule, kao $to su superoksid Oz, hidroksil *OH, hidroperoksil HOe,
peroksil LOOe, alkoksil LOe, alkil Re, triklorometil «CCls, tiil RS+ (Dijilas i sur., 2002),
osobito reaktivni su superoksidni anion i hidroksilni radikal, a sve vrste reagiraju s
lipidima, proteinima i DNA te pritom izazivaju ireverzibilne promjene njihove
molekularne strukture. Prisutnost nesparenih elektrona ¢ini ih vrlo reaktivnima.
Nastaju uslijed nekompletne redukcije kisika ili oksidacijom vode u lancu transporta
elektrona. Kontinuirano se generiraju u vrlo malim koliCinama prijenosom elektrona
na molekulu kisika tijekom razli€itih fizioloSkih procesa kao $to je stani¢no disanje,
reakcije oksigenaza ili respiratorna erupcija tijekom procesa stani¢ne imunosti.
Reaktivne kisikove vrste mogu ostetiti biljne stanice, membrane i DNA uzrokujuci
jednostruke i dvostruke lomove DNA lanca, mogu dovesti do pojave karcinoma,
ubrzati proces starenja ili dovesti do oksidativnog stresa.

Tkiva s velikom potroSnjom kisika i centralni Ziv€ani sustav posebno su

podlozni oksidativnom o$tec¢enju u uvjetima oksidativhog stresa zbog prisutnosti
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odredenih aminokiselina, povisene koncentracije Zeljeza, stanicnih membrana
bogatih polinezasi¢enim masnim kiselinama i niske koncentracije prirodnog
antioksidansa glutationa u neuronima (Vukovic i sur., 2010). Osim reaktivnih vrsta
kisika (ROS-ovi), postoje i reaktivne vrste dusika (RNS-ovi) kao $to su peroksinitrit, te
dusSicni monoksid (Pisochi i Pop, 2015). Sli¢éno kao i ROS-ovi, i RNS-ovi u stanicama

pojedinih tkiva uzrokuju strukturne i funkcionalne promjene.

Vecina komercijalno dostupnih antioksidanasa djeluje hvatajuéi slobodne

v g

radikale ili kelira metale. ,Hvatadi“ slobodnih radikala, kao tokoferoli, butilirani

hidroksitoluen (BHT) i biljni fenoli inhibiraju lipidnu peroksidaciju reducirajuci
peroksilne i alkoksilne radikale u stabilne spojeve. Na taj nacin ,hvataci slobodnih
radikala mogu inhibirati lan¢anu reakciju i skracivanje masnih kiselina, pri ¢emu se
smanjuje formacija hlapljivih produkata raspadanja masnih kiselina (aldehidi i ketoni)
koji uzrokuju kvarenje (Alamed i sur., 2009) i neugodan miris, kao i gubitak
esencijalnih masnih kiselina (Bondet i sur., 1997). Osim $to sluze kao ,hvataci*
slobodnih radikala, antioksidansi inaktiviraju katalizu metala keliranjem istih,
reduciraju hidroperokside do stabilnih hidroksilnih derivata i djeluju sinergistiCki s

drugim spojevima (Frankel i Finley, 2008).

Voce je bogat izvor polifenola, spojeva koji imaju znacajno antioksidacijsko
djelovanje koje se iskazuje hvatanjem slobodnih radikala te vezanjem metalnih iona,
prekursora pri stvaranju slobodnih radikala (Rice-Evans i sur. 1997). Koli¢inom
polifenola se, izmedu razli€itih vrsta voca, posebno istiCe tamno obojeno bobi¢asto i
jagodasto voce iz porodica Ericaceae (borovnice), Rosaceae (kupina, malina, treSnja,
viSnja, jagoda) te Caprifoliaceae (bobice bazge) (Maatta-Riihinen i sur. 2004a;
Maatta-Riihinen i sur. 2004b). Najvaznije skupine polifenola prisutne u ovom vocu su
flavonoli, flavan-3-oli, antocijanini te proantocijanidini. Redovita konzumacija tog voca
i njihovih proizvoda povezana je sa znatnim smanjenjem rizika od nastanka razli€itin
bolesti krvozilnog sustava i malignih bolesti. 1z navedenoga, jasno je zakljuciti koliko

je vazna uravnotezena i zdrava prehrana u oCuvanju zdravlja.

Prema porijeklu, antioksidansi se mogu podijeliti na prirodne i sintetiCke.
Opcenito, sinteticki antioksidansi su spojevi fenolne strukture s razli¢itim stupnjevima
alkilne supstitucije, dok prirodni antioksidansi mogu biti fenolni spojevi (tokoferoli,

flavonoidi i fenolne kiseline), spojevi dusika (alkaloidi, derivati klorofila, aminokiseline
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i amini) ili karotenoidi kao Sto je askorbinska kiselina (Larson, 1988; Hall et Cuppett,
1997). Zbog nepozeljnog djelovanja pojedinih sintetiCkih antioksidanasa nastoji se
hranom, prije svega vocem i povréem unijeti Sto viSe prirodnih antioksidanasa u
organizam. Tako je ve¢ odavno poznata antioksidacijska aktivhost vitamina E,
odnosno a-tokoferola koji slovi za jednog od najjacih prirodnih antioksidanasa
(Burton i Ingold 1981). Nadalje, izrazita antioksidacijska aktivnost protiv slobodnog

radikala singletnog kisika potvrdena je za B-karotene (Foote i sur. 1971).

Ljudski organizam posjeduje endogene antioksidativne sustave koji ga Stite od
Stetnog utjecaja slobodnih radikala. Pritom su posebno vazni antioksidativni sustavi
poput enzima superoksid-dismutaze, glutation-peroksidaze, katalaze, te antioksidansi
topljivi u mastima i vodi poput glutationa, vitamina E i C, karotenoida, vitamina A te
koenzima Q10 (Pisoschi i Pop, 2015). Antioksidansi se mogu podijeliti u tri osnovne
skupine. Jedna skupina antioksidansa onemogucuje samo nastajanje slobodnih
radikala. To su primarni antioksidansi. Sekundarni antioksidansi su oni koji uniStavaju
ve¢ stvorene slobodne radikale, dok tercijarni popravljaju ve¢ nastala osteéenja

stanica.

1.4.3. Metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti

Radi odredivanja antioksidacijske aktivnosti, razvijen je velik broj metoda koje
se temelje na razli€itim mehanizmima djelovanja obrambenog sustava antioksidansa,
poput uklanjanja ili inhibicije slobodnih radikala (Prakash i sur., 2001). Danas postoji
mnostvo protokola za odredivanje antioksidacijske aktivnosti koji uklju€uju mnostvo
sustava za nastajanje slobodnih radikala kao i razliCite metode za poticanje
oksidacije (Frankel i Finley, 2008). Antioksidansi mogu deaktivirati slobodne radikale
na dva osnovna nacina, prijenosom vodikovog atoma (hydrogen atom transfer- HAT)
i prijenosom elektrona (single electron transfer-SET). Rezultat oba nacina je isti,

neovisno o mehanizmu, ali kinetika i potencijalne nusreakcije se razlikuju.
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1.4.3.1. DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil) metoda

DPPH metoda je jednostavna i pogodna za odredivanje antioksidacijske
aktivnosti Cistih spojeva, sokova voca i povréa ili ekstrakata (de Magalhaes, 2007),
kao i za odredivanje antioksidacijske aktivnosti u namirnicama i biljnim proizvodima.
Osim toga, upotrebljava se i za odredivanje stupnja lipidne peroksidacije, a moguca

je primjena za Cvrste i tekucCe uzorke zbog €ega ima Siroku primjenu.

Ova se metoda temelji na redukciji stabilnog, tamnoljubiCastog dusSikovog
radikala DPPHe koji zbog nesparenog elektrona pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom
dijelu elektromagnetskog spektra, a maksimum apsorpcie je na 517 nm.
Sparivanjem elektronskog para stabilnog radikala DPPHe u prisutnosti elektron
donora (antioksidans koji hvata slobodne radikale), ljubi¢asta se boja mijenja u Zutu.
Nastali spoj ima smanjeni intenzitet apsorpcije u vidljivom dijelu spektra, a
rezultirajuce obezbojenje u stehiometrijskom je odnosu s brojem sparenih elektrona.
Odnosno, sposobnost hvatanja slobodnih radikala odreduje se mjerenjem pada
apsorbancije pri 515-528 nm (Molnar, 2011; Duane 2010). DPPH metoda je vrlo

brza i to¢na metoda (Prakash i sur., 2001).

Molekula 2,2-difenil-pikrilhidrazila je stabilni radikal zbog delokalizacije
slobodnog elektrona kroz molekulu, stoga molekule ne dimeriziraju kao Sto je to

slu€aj kod vecine slobodnih radikala.

(L (0L

| AH > A’ |
N _ NH
O,N NO, > ON NO,
NO, NO,
DPPH (oks.) tamnoljubi¢asta DPPH (red.) 2uta boja
boja ' )

Slika 26. Difenilpikrazil (slobodni radikal) i difenilpikrilhidrazin

Delokalizacija elektrona kroz molekulu daje tamnoljubi¢astu boju koja se gubi

dodatkom antioksidansa, kada iz slobodnog radikala, difenilpikrilhidrazila, nastaje
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reducirani oblik, svijetlozuti difenilpikrilhidrazin, gdje je ZH reducirani oblik, a A" je

slobodni radikal nastao u prvom koraku (Molyneux, 2004; Gacche i sur., 2006).
Z+AH=ZH + A’

Prvi put ovu su metodu objavili Brand-Williams i suradnici (1995). Rezultati se
mogu izraziti na nekoliko nacina. DPPH metoda je ovisna o otapalu i pH vrijednosti, a
jedan od parametara koji odreduju reakciju je i stericka dostupnost zato Sto male
molekule, koje imaju bolji pristup radikalskom mjestu, pokazuju relativno visoku
antioksidacijsku aktivnost (de Magalhaes, 2007). Zapravo, to znaCi da reakcijski
mehanizam izmedu antioksidansa i DPPHe« ovisi, izmedu ostaloga, i o strukturi
samog antioksidansa (Bondet i sur., 1997). DPPH mozZe reagirati s fenolnim
spojevima putem prijenosa vodikovog atoma ili elektrona. DPPH u nepolarnim
otapalima preferira oduzimanje vodika, dok u polarnim otapalima, kao §to su etanol i
metanol, prijenos elektrona je vazniji korak u hvatanju DPPH radikala (Yeo i sur.,
2010).

1.4.3.2. Fosfomolibden metoda

Ova je metoda razviena za kvantitativno odredivanje antioksidacijske
aktivnosti. Zasniva se na redukciji Mo (VI) do Mo (V) pomocéu antioksidanasa pri
¢emu dolazi do nastajanja zelenog kompleksa fosfat/Mo (V) u kiseloj sredini
(Ni¢iforovi¢ i sur., 2011), koji ima maksimum apsorpcije pri 695 nm (Sowndhararajan
i sur., 2011).

Fosfomolibden metoda je kvantitativna jer se antioksidacijska aktivnost
izraZava u broju ekvivalenata askorbinske kiseline ili a-tokoferola (Prieto i sur., 1999),
a visa vrijednost apsorbancije predstavla vecu antioksidacijsku aktivnost

(Sowndhararajan i sur., 2011).
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1.5. Cilj i svrha rada

Cilj diplomskoga rada bio je sintetizirati seriju tiosemikarbazida na bazi
kumarina s potencijalnim antioksidacijskim djelovanjem te kod navedenih derivata

odrediti odnos strukture i antioksidacijske aktivnosti.

S obzirom da su tiosemikarbazidi skupina organskih spojeva koji pokazuju
Siroki spektar bioloskih aktivnosti, bilo je za ocCekivati da ¢e pokazati i znaCajnu
antioksidacijsku aktivnost zbog prisutnih funkcionalnih skupina koje su ,hvataci*
ROS-a. Sintetizirani spojevi su prociS¢eni do analitiCke CistoCe te im je odredena

antioksidacijska aktivnhost pomo¢u DPPH metode.
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2. MATERIJALI | METODE
2.1. Opci podaci

Sve kemikalije, koristene u eksperimentalnom dijelu rada, nabavljene su od

komercijalnih dobavljaca.

Za pracenje tijeka reakcije, kontrolu Cisto¢e spojeva i preliminarnu
identifikaciju produkata koriStena je  kromatografija na tankom sloju. HF2s4
fluorescentne silikagel ploCe (Merck) koriStene su kao stacionarna faza, a kao
mobilna faza otopina sastava benzen : aceton : octena kiselina (8 : 1 : 1). Sustav
otapala benzen : aceton : octena kiselina se pokazao najpogodnijim za sintetizirane
tiosemikarbazide. Za detekciju kod tankoslojne kromatografije koristeno je UV svjetlo
valnih duljina 254 i 365 nm.

Spojevi su karakterizirani Ry vrijednostima koje se racunaju na sljedeéi nacin:

Rr=d (spoj) / d (otapalo)

pri cemu je:
d (spoj) — duljina puta spoja na TLC ploci u odredenom sustavu otapala (cm)

d (otapala) — duljina puta otapala na TLC ploc€i (cm)

TocCke taliSta odredene su na uredaju Electrothermal . Maseni spektri snimani
su na spektrometru masa LC-MS/MS (APl 2000, Applied Biosystems).
Spektroskopijom masa dobiveni su podaci o molekularnoj masi analiziranog spoja, a
rezultati su prikazani u obliku m/z (odnos m/z je veliCina karakteristicha za svaku

vrstu iona, a ako je za vecinu iona z = 1, m/z predstavlja masu odredenog iona).

Apsorbancija je odredene na Heliosy UV spektrofotometru (Thermo

Spectronic).
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2.2. Shematski prikaz zadatka

HZCII—COOH one. H,S0, H2C‘3—COOH konc. H,SO,
HO—Cll—COOH _ > o:? + >
H,C—COOH >t H,C—COOH HO OH
1 2 3
OH OCH,
konc. H,SO, AN CH,OH, _ X
N
HO o~ o HO 0" 0
4 5
H,NNH,
| N |
i v ~ ,NH2
NH | RIAr NH
\ S
R/AINCS, C,H,OH AN
X
HO o) 0 HO 0 X
7a-g 6

Slika 27. Shematski prikaz zadatka: limunska kiselina (1); acetondikarboksilna
kiselina (2); rezorcinol (3); (7-hidroksi-2-okso-2H-kromen-4-il) octena kiselina (4);
metilni ester (7-hidroksi-2-okso-2H-kromen-4-il) octene kiseline (5); 2-(7-hidroksi-2-
okso-2H-kromen-4-il)acetohidrazid (6); 2-(2-(7-hidroksi-2-okso-2H-kromen-4-il)acetil)-
N-supstituiranihidrazin-1-karbotioamid (7a-g)
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R/Ar
CHs
C2Hs
fenil
2,4 ,6-triklorofenil

4-metilfenil

4-metoksifenil

Q -~ ®06 Qo 060 T 9| N

4-bromofenil

HO o~ o o \/0\/\0 o X0
2

H,NNH,

R/ArNCS

S N

I
Ar/R\NH/\NH/NH\”/\O 0" N0
0

5a-f

Slika 28. Shematski prikaz zadatka: 7-hidroksi-4-metilkumarin (1); etiloromoacetat
(2); etil [(4-metil-2-okso-2H-1-benzopiran-7-il)oksi] acetat (3); 2-(4-metil-2-okso-2H-
kromen-7-iloksi)acetohidrazid (4); N-supstituirani-2-{[(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-

il)oksi]acetil}hidrazin-1-karbotioamid (5a-f)
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2.3. Metode

2.3.1. Sinteza tiosemikarbazida

2.3.1.1. Sinteza (7-hidroksi -2-okso-2H-kromen-4-il) octene kiseline

0
OH
CH,—COOH CH,~COOH 2
. H>SO,
HO—C—-COOH  %nc-HS0s  o=C + N conc. HpSO, NN
] =t > I | —_ | D
CHz2-cooH CHz.cooH HO” NF Non HO 00
1 2 3 4

Slika 29. Sinteza (7-hidroksi -2-okso-2H-kromen-4-il) octene kiseline

Fino usitnjena limunska kiselina (1) (100 g) i koncentrirana sumporna
kiselina (135 ml) su pomijeSane i muckane 30 minuta, zatim je reakcijska smjesa
(2) zagrijavana na 60-70°C. Temperatura je odrzavana tijekom pola sata (za to je
vrijeme razvijan CO, kao nusprodukt). Potom je smjesa ohladena na sobnu
temperaturu, a zatim na —5°C. Rezorcinol (3) (45 g) je dodavan tijekom pola sata pri
konstantnoj temperaturi nizoj od +5°C, a nakon toga je dodana koncentrirana
sumporna kiselina (68 ml) u malim koli¢inama u trajanju od 30 minuta. Na samom

kraju, reakcijska je smjesa stavljena u hladnjak do sljede¢eg dana.
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Sljedec¢eg dana, tako pripremljena smjesa paZljivo je izlivena u smjesu vode i
leda uz konstantno mijeSanje. Nastali su kristali filtrirani, isprani vodom pri Cemu je

nastao bijeli talog 7-hidroksikumarin-4-octene kiseline (4).

2.3.1.2. Sinteza metil (7-hidroksi-2-okso-2H-kromen-4-il) acetata

U metanolu (60 ml) je, uz dodatak koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (5 -10
ml), otopljeno 10 g (7-hidroksi-2-okso-2H-kromen-4-il) octene kiseline. Reakcijska
je smjesa zatim refluksirana 2-3 sata. Hladenjem se, smjesa, odnosno ester
kristalizirao, a dobiveni kristali su filtrirani u Blchnerovom lijevku, a potom

prekristalizirani iz etanola.

2 (0]
OH
OCHs
N HC
+ CHOH ——» N
- H,0
HO (@] (@]
HO (@] (@]

Slika 30. Sinteza metil (7-hidroksi-2-okso-2H-kromen-4-il) acetata

2.3.1.3. Sinteza 2-(7-hidroksi-2-okso-2H-1-benzopiran-4-il) acetohidrazida

na bazi (7-hidroksi-2-okso-2H-kromen-4-il) octene kiseline

U metanolu (120 ml), uz dodatak 100% hidrazin hidrata (12 ml), otopljeno je
12,40 g metil (7-hidroksi-2-okso-2H-kromen-4-il) acetata. Reakcijska smjesa je
ostavljena preko noci na temperaturi od 25°C. Dobiveni je talog profiltriran, ispran u

metanolu i prekristaliziran iz razrijedene octene kiseline ili vode.

o O

NH,
OCHj N

X HoNNH, X

Y

HO 0 o} HO 0 o
Slika 31. Sinteza 2-(7-hidroksi-2-okso-2H-1-benzopiran-4-il) acetohidrazida
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2.3.1.4. Sinteza 2-(2-(7-hidroksi-2-okso-2H-kromen-4-il)acetil)-N-supstituiranih-
hidrazin-1-karbotioamida na bazi 2-(7-hidroksi-2-okso-2H-1-benzopiran-4-il)

acetohidrazida

Smjesa 2-(7-hidroksi-2-okso-2H-1-benzopiran-4-il) acetohidrazida (0,01 mol)
(1) i odredenog aromatskog ili alifatskog izotiocijanata (0,01 mol) u 20 mL etanola je
zagrijavana uz refluksiranje od 3 sata. Po zavrSetku reakcije, reakcijska smjesa je
ohladena. Nastala krutina (tiosemikarbazid) (7a-g) je filtrirana na Blchnerovom

lijevku, a zatim prekristalizirana iz etanola.

| |
NH 2 NH/NHTNH\R/Ar
S

X C,H,OH X
R/Ar-NCS ——— »

HO 0] 0 HO o o

1 7a-g

Slika 32. Sinteza 2-(2-(7-hidroksi-2-okso-2H-kromen-4-il)acetil)-N-supstituiranih-
hidrazin-1-karbotioamida na bazi 2-(7-hidroksi-2-okso-2H-1-benzopiran-4-il)

acetohidrazida

2.3.1.5. Sinteza etil [(4-metil-2-oks0-2H-1-benzopiran-7-il)oksilacetata

(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi) octene kiseline

Smjesa 7-hidroksi-4-metil-2H-kromen-2-ona (0,11 mol), bezvodnog kalijevog
karbonata (0,11 mol) i etilbromacetata (0,11 mol) u suhom acetonu (200 ml)
refluksirana je uz neprekidno mijeSanje 12 sati. Dobiveni produkt je filtriran i

prekristaliziran iz etanola.

(0]
\)k . m aceton, K,CO3 X
Br —_—
0]

Slika 33. Sinteza etil [(4-metil-2-okso-2H-1-benzopiran-7-il)oksilacetata

(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi) octene kiseline
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2.3.1.6. Sinteza 2-[(4-metil-2-oks0-2H-1-benzopiran-7-il)oksi] acetohidrazida

(4-metil -2-okso-2H-kromen-7-iloksi) octene kiseline

U etanolu (120 ml) uz dodatak 100% hidrazin hidrata (12 ml) otopljeno je
12,40g etil [(4-metil-2-0kso-2H-1-benzopiran-7-il)oksiJacetata (4-metil-2-okso-2H-
kromen-7-iloksi) octene kiseline. Reakcijska smjesa je ostavljena preko noéi na
temperaturi od 25°C. Dobiveni talog je filtriran, ispran u metanolu i prekristaliziran iz

razrijedene octene kiseline ili vode.

CH, CHg
X H,NNH, X
_—
HsC 0 N NH
3N \”/\O o o H2N/ \”/\O 0 0
o] O

Slika 34. Sinteza 2-[(4-metil-2-okso-2H-1-benzopiran-7-il)oksi] acetohidrazida

(4-metil -2-okso-2H-kromen-7-iloksi) octene kiseline

2.3.1.7. Sinteza N-supstituiranih-2-{[(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-
il)oksi]acetil}hidrazin-1-karbotioamida (4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)

octene kiseline

Smjesa 2-[(4-metil-2-okso-2H-1-benzopiran-7-il)oksi] acetohidrazida (4-metil -
2-okso-2H-kromen-7-iloksi) octene kiseline (0,01 mol) (1) i odredenog aromatskog ili
alifatskog izotiocijanata (0,01 mol) u 20 mL etanola je zagrijavana uz refluksiranje 3
sata. Po zavrSetku reakcije, reakcijska je smjesa ohladena. Nastala krutina
(tiosemikarbazid) (5a-f) je profiltrirana na Blchnerovom lijevku, a zatim

prekristalizirana iz etanola.
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Slika 35. Sinteza N-supstituiranih-2-{[(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-
il)oksilacetil}hidrazin-1-karbotioamida (4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi) octene

kiseline
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2.3.2. Ispitivanje antioksidacijske aktivnosti
2.3.2.1. DPPH metoda

Mijerenje antioksidacijske aktivnhosti DPPH metodom izvedeno je prema
modificiranoj metodi, prema Wu i sur., 2007. Buduci da su sintetizirani spojevi slabo
topljivi u organskim otapalima kao Sto su metanol i etanol, u ovom je
eksperimentalnom radu kao pogodno otapalo koristen DMSO (dimetilsulfoksid)
(Taskova i sur., 2003).

Postupak:

0,75 mL DMSO otopine sintetiziranog spoja (0,2 mM) pomijeSano je s 0,75 mL
DMSO otopine DPPH radikala (0,2 mM), tako da je konacna koncentracija DPPH
radikala i sintetiziranog spoja bila 0,1 mM. Smjesa je dobro promijeSana i inkubira na
sobnoj temperaturi 30 minuta. Nakon inkubacije izmjerena je apsorbancija pri A = 517
nm. Kao kontrola koristena je 0,1 mM otopina DPPH radikala, a kao standard
askorbinska kiselina. Sva mjerenja su provedena u tri paralele. Sposobnost hvatanja

slobodnih DPPH radikala je izraCunata prema sljedecoj formuli:

Ab+As—Am

% hvatanja DPPH radikala= —p X 100

gdje su:

Ab — apsorbancija 0,1 mM DMSO otopine DPPH radikala pri A = 517 nm; As —
apsorbancija 0,1 mM DMSO otopine Cistog testiranog spoja pri A = 517 nm (slijepa
proba spoja); Am — apsorbancija 0,1 mM DMSO otopine smjese testiranog spoja i
DPPH radikala pri 517 nm.
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3. REZULTATI

3.1. Sintetizirani spojevi

3.1.1. 2-[(7-hidroksi-2-okso-2H-1-benzopiran-4-il)acetil]-N-metilhidrazin-1-
karbotioamid (7a)

T=>300 °C, 1=42 %, R:=0,3437, Boja: bijela
MS m/z: 306,10 [M-H'] , (M=307,332)

i

NH
NH W “CHy
S
X
HO 0] §O
3.1.2. N-etil-2-[(7-hidroksi-2-oks0-2H-1-benzopiran-4-il)acetil]hidrazin-1-

karbotioamid (7b)

T= 282 °C, 1=91 %, R=0,3437, Boja: bijela
MS m/z: 320,10 [M-H'] , (M=321,35)

~
HO o o
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3.1.3. 2-[(7-hidroksi-2-okso-2H-1-benzopiran-4-il)acetil]-N-fenilhidrazin-1-

karbotioamid (7c)

T=207 °C, 1=82 %, R=0,7813, Boja: bijela
MS m/z: 368,10 [M-H™] , (M=369,39)

NH W
S
X
HO 0] §O
3.1.4. 2-[(7-hidroksi-2-okso-2H-1-benzopiran-4-il)acetil]-N-[(2,4,6

triklorofenil)metil]lhidrazin-1-karbotioamid (7d)

Te= 159 °C, 1=87 %, R=0,3281, Boja: bijela
MS m/z: 472,10 [M-H'] , (M=472,729)

I
NH/NHVNH
! Cl Cl
X
HO O §O
Cl

3.1.5. 2-[(7-hidroksi-2-okso-2H-1-benzopiran-4-il)acetil]-N-(4-metilfenil)hidrazin-
1-karbotioamid (7e)

T=186 °C, I=73 %, R=0,2968, Boja: bijela
MS m/z: 382,20 [M-H"], (M=383,42)
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HO 0 N0 CHj
3.1.6. 2-[(7-hidroksi-2-okso-2H-1-benzopiran-4-il)acetil]-N-(4-
metoksifenil)hidrazin-1-karbotioamid (7f)

T=236 °C, =81 %, R=0,3437, Boja: bijela
MS m/z: 398,10 [M-H'], (M=399,42)

N
HO o o OCH

3.1.7. N-(4-bromofenil)-2-[(7-hidroksi-2-okso-2H-1-benzopiran-4-
il)acetillhidrazin-1-karbotioamid (7g)

T=, 1=44 % R=0,2968, Boja: bijela
MS m/z: 448,20 [M-H"], (M=448,29)

N
HO ) Br

46



3.1.8. N-metil-2-{[(4-metil-2-oks0-2H-1-benzopiran-7-il)oksi]acetil}hidrazin-1-
karbotioamid (5a)

T, 1=46 %, R=0,2656, Boja: bijela
MS m/z: 320,20 [M-H'], (M=321,35)

CHj
ﬁ X
H,;C _NH
SUSNHONH r\o 0 No
O
3.1.9. N-etil-2-{[(4-metil-2-0oks0-2H-1-benzopiran-7-il)oksi]acetil}hidrazin-1-
karbotioamid (5b)
T=, 1=46 %, R=0,328, Boja: bijela
MS m/z: 334,20 [M-H'] , (M=335,38)
CHj
S X

3.1.10. 2-{[(4-metil-2-oks0-2H-1-benzopiran-7-il)oxy]acetil}-N-fenilhidrazin-1-
karbotioamid (5c)

T=, 1=86 % R=0,4844, Boja: bijela
MS m/z: 382,64 [M-H"], (M=383,42)

CHj
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3.1.11. 2-{[(4-metil-2-okso-2H-1-benzopiran-7-il)oksi]acetil}-N-(2,4,6-
triklorofenil)hidrazin-1-karbotioamid (5d)

Ti=, =84 % R=0,5625, Boja: bijela
MS m/z: 484,30 [M-H"], (M=486,756)

CHj
Cl Cl
ﬁ X
NH
NH r\ 0" Yo
Cl
3.1.12. N-(4-metoksifenil)-2-{[(4-metil-2-oks0-2H-1-benzopiran-7-
il)oksi]acetil}hidrazin-1-karbotioamid (5e)
Ti=, 1=52 % R=0,4688, Boja: bijela
MS m/z: 412,10 [M-H"], (M=413,45)
CH,
H;CO
ROW )
_NH
NH NH r\o 0 X0
0]

3.1.13. N-(4-klorofenil)-2-{[(4-metil-2-okso-2H-1-benzopiran-7-
il)oksi]acetil}hidrazin-1-karbotioamid (5f)
T=, 1=77 %, R=0,9218, Boja: bijela
MS m/z: 417,50[M-H"], (M=417,86)

CHj

N o o
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3.2. Antioksidacijska aktivnost

90

80 -

70 -

60 -
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% hvatanja DPPH

AA 5a 5b 5¢ 5d 5e 5 7a 7b 7c¢ 7d 7e 7f g

Sintetizirani spojevi

Slika 36. Antioksidacijska aktivnost tiosemikarbazida izrazena kao % hvatanja DPPH

radikala, odredena spektrofotometrijski
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4. RASPRAVA



4. RASPRAVA

4.1. Sinteza tiosemikarbazida

Dosad objavljene metode sinteze tiosemikarbazida ukljuCuju reakciju
izoticijanata s hidrazinom, najCeSce koriStenu metodu sinteze koja je primijenjena i u
ovome radu (Katritzky i sur., 2006). Za sintezu ciljanih spojeva najprije je bilo
potrebno sintetizirati prekursore istih. Za prvu seriju spojeva (7a-g) najprije se
limunska kiselina tretira koncentriranom HSO4 prilikom Cega nastaje
acetondikarboksilna kiselina koja u reakciji s rezorcinolom daje (7-hidroksi-2-okso-
2H-kromen-4-il) octenu kiselinu, prvi zna€ajni prekursor u sintezi tiosemikarbazida.
Esterifikacijom navedene kiseline u metanolu nastaje metilni ester (7-hidroksi-2-okso-
2H-kromen-4-il) octene kiseline iz kojega, uz dodatak hidrazina nastaje 2-(7-hidroksi-
2-okso-2H-kromen-4-il) acetohidrazid. Reakcijom razliCitih izoticijanata s 2-(7-
hidroksi-2-okso-2H-kromen-4-il) acetohidrazidom nastaju krajnji Zeljeni  produkti,
odnosno tiosemikarbazidi (7a-g) supstituirani na polozaju 4 kumarinske jezgre.
(Slika 27.).

U drugoj seriji spojeva (5a-5f) tretiranjem rezorcinola s etil acetoacetatom u
prisutnosti sumporne kiseline dobiven je 7-hidroksi-4-metilkumarin koji je u daljnjoj
reakciji s etilbromoacetatom uz K,CO3; dao etil [(4-metil-2-okso-2H-1-benzopiran-7-
il)oksi] acetat. Reakcijom estera s hidrazin hidratom dobiven je 2-(4-metil-2-okso-2H-
kromen-7-iloksi) acetohidrazid (Satyanarayana i sur., 2008) koji je posluzio kao
polazni supstrat za sintezu ciljanih N-supstituiranih-2-{[(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-
il)oksi]acetil}hidrazin-1-karbotioamida (5a-f) supstituiranih u polozaju 7 kumarinske
jezgre (Slika 28.).

U reakciji dobivanja tiosemikarbazida s odredenim supstituentima dobiveni su
tiosemikarbazidi s alkilnim i arilnim skupinama kao supstrati za odredivanje

antioksidacijske aktivnosti.

Tijek svih reakcija provedenih u ovom radu pracen je tankoslojnom
kromatografijom. |zostanak toCke za polazni spoj, hidrazid, ukazao je na zavrSetak
reakcije. Reakcije su uglavhom trajale 3-4 sata, uz refluks. Reakcije s pojedinim
izotiocijanatima, kao to su 4-bromofenilizotiocijanat ili pak 4-klorofenilizotiocijanat su
iSle znatno sporije te su se odvijale dulje od 4 sata. TLC je takoder bila prvi indikator
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Cisto¢e dobivenih spojeva. R; vrijednosti dobivenih spojeva su se razlikovale od
polaznih spojeva, hidrazida, i medusobno, a karakterizacija spoja pomoc¢u samo
jedne Ry vrijednosti ve¢ je u ovom koraku ukazala na Cisto¢u spoja. NeprociScene
spojeve bilo je potrebno procistiti iz etanola. Tek kad su se spojevi pokazali Cistima

(jedna Rs vrijednost) na TLC-u, uslijedila je daljnja karakterizacija spojeva.

Nakon procCiS¢avanja i suSenja spojeva, slijedilo je odredivanje toCaka taliSta.
ToCke taliSta novih spojeva su se u pravilu razlikovale od polaznog spoja, tj.
hidrazida, kao i medusobno. Prije odredivanja toCaka taliSta od presudne je vaznosti
spoj dobro posusiti kako se ne bi dobile nize toCke taliSta od stvarnih. Osim toga, za
nedovoljno Ciste spojeve, dobiju se toCke taliSta razliCite od toCaka taliSta Cistog
spoja. Usporedbom toCaka talista spojeva koji su vecC bili poznati iz literature
(Satyanarayana i sur. 2008; Ahluwalia i sur., 1983) takoder je potvrdeno da su

dobiveni zZeljeni spojevi, to je korisna metoda identifikacije spojeva.

Nakon provjere Cistoce na TLC-u i odredivanja toCaka talista, slijedila je
spektrometrija masa. Spektri masa tiosmikarbazida pokazivali su molekularne ione
za sve novosintetizirane spojeve $to ukazuje da su Zeljeni spojevi dobiveni. Rezultati
spektara masa poklapali su se s molarnim masama dobivenih spojeva ¢ime je, uz
mjerenje toCaka taliSta, nedvojbeno dokazano da dobiveni spojevi uistinu pripadaju

tiosemikarbazidima.

4.2. Antioksidacijska aktivnost

BioloSka aktivnost tiosemikarbazida potjeCe od liganada, toCnije supstituiranih
duSikovih i sumpornih atoma. Zahvaljujuéi C=S, -NH; i —NH- te nekim drugim
funkcionalnim skupinama, tiosemikarbazidi su znacajni antioksidansi, tj. pomazu
stabilizaciju polimera protiv termalne oksidacije (Sabaa i Abdel-Naby, 1999). Stoga je
bilo za pretpostaviti kako ¢e se sintetizirani spojevi pokazati kao dobri antioksidansi.
Antioksidacijska aktivnost tiosemikarbazida, prije svega, moze se pripisati prisutnosti
sumpora (C=S) (Nikolaides i sur., 1988), iako je o€ito da supstitucija na fenilnom
prstenu takoder ima vrlo znaCajan ucinak. Osim toga, izrazita antioksidacijska
aktivhost se moZe pripisati otpustanju elektrona i potom vodikova atoma iz

tiosemikarbazidne molekule pri Eemu nastaje rezonancijom stabilizirana struktura.
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Antioksidacijska aktivnost odredena je pomocu DPPH metode. DPPH je
slobodni radikal koji moze reagirati putem prijenosa vodikovog atoma ili elektrona, a
mehanizam uvelike ovisi o otapalu. DPPH u nepolarnim otapalima reagira putem
oduzimanja vodika, dok je u polarnim otapalima, kao Sto su etanol i metanol,
dominiraju¢i mehanizam prijenos elektrona, nakon kojeg slijedi prijenos vodika (Yeo i
sur., 2010). Buduci da je koriSteno otapalo DMSO, u kojem je topljivost sintetiziranih
spojeva dobra, jako polarno otapalo, bilo je za pretpostaviti da je mehanizam
hvatanja DPPH radikala putem prijenosa elektrona, nakon kojega slijedi prijenos

vodika.

Prema antioksidacijskoj aktivnosti, izrazenoj kao % hvatanja DPPH radikala,
ispitani tiosemikarbazidi mogu se svrstati u 3 skupine. Prva skupina su spojevi koji
pokazuju dobru (> 40%), druga skupina oni koji pokazuju umjerenu (20-40%), dok su

treca skupina spojevi koji ne pokazuju antioksidacijsku aktivnost.

Iz dobivenih rezultata (Slika 36.), vidljivo je da najbolju antioksidacijsku
aktivnost pokazuje spoj 5f (69,94 %DPPH) koji je supstituiran 4-klorofenilnom
skupinom. U obje serije spojeva TSC s fenilnim prstenom bez supstituenata (5¢, 7¢)
pokazali su izuzetnu antioksidacijsku aktivnost (5¢-60 %DPPH; 7¢-69,49 %DPPH)
koja je ipak nesto izraZzenija kod serije spojeva supstituiranih na polozaju 4 kumarina
gdje je navedeni TSC (7c¢) najjaci antioksidans. Takoder, kao izuzetni antioksidansi
pokazuju se tiosemikarbazidi s arilnom skupinom (5c-f, 7c-g), odnosno razli€itim
supstituentima na fenilnom prstenu kao Sto su 4-metoksifenilna (5e, 7f) ili pak tolilna
skupina (7e). Usporeduju¢i obje serije spojeva, u prvoj seriji znacajniju
antioksidacijsku aktivnost imaju spojevi gdje je na fenilni prsten supstituirana metilna
(7e) ili 4-metoksi (7f) skupina (7e > 7f > 7d > 7g), dok su se u drugoj seriji spojeva
kao bolji antioksidansi pokazali spojevi kod kojih su na fenilni prsten vezani halogeni
elementi, p-Cl > 2,4,6-(Cl); > 4-OCHj3 (5f > 5d > 5e).

S druge pak strane, tiosemikarbazidi s alkilnom skupinom (metil-5a, 7a; etil-
5b, 7b) pokazuju umjerenu aktivnost. Usporedujuéi serije spojeva s alkilnom
skupinom (5a-b, 7a-b), zamijeCena je znaCajna korelacija unutar svake, fj.
antioksidacijska aktivnost spojeva s metilnom i etilnom skupinom unutar iste serije

ima podjednake vrijednosti. Razlika je pak u tome &to u seriji spojeva s alkilnom
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skupinom (7a-b) TSC s etilnom skupinom (7b) pokazuje neznatno vecu
antioksidacijsku aktivnost, dok u seriji spojeva (5a-b) vecCu antioksidacijsku aktivnost
pokazuje TSC supstituiran metilnom skupinom (5a). TSC s alkilnom skupinom (7a-b),
pokazuju znatno vecu antioksidacijsku aktivnhost od TSC-a (5a-b), Sto znacdi da
supstitucija u polozaju 4 kumarinske jezgre s ovim skupinama pogoduje povecanju
antioksidacijske aktivnosti. Ako se usporedi supstitucija s arilnim skupinama obje
serije spojeva, trend nije isti kao prethodno opisani. Nijedan tiosemikarbazid ne
pokazuje vecu antioksidacijsku vrijednost od standarda, odnosno askorbinske
kiseline (AA).

Zbog Sirokog spektra bioloskih aktivnost, prije svega antioksidacijske
aktivnosti, tiosemikarbazidi ¢ée biti znaCajni predmet daljnjega istraZivanja, kako

kemijske, tako i farmaceutske industrije.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata istrazivanja, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

Kondenzacijom hidrazida (4) s izotiocijanatima dobiveni su tiosemikarbazidi,
supstituirani razlicitim skupinama, alikilnim i arilnim, u polozaju 7 kumarinske

jezgre, a vrijeme same reakcije ovisi 0 primijenjenom izotiocijanatu.

Kondenzacijom hidrazida (6) s izotiocijanatima dobiveni su tiosemikarbazidi,
supstituirani razli€itim skupinama, alikilnim i arilnim, u polozaju 4 kumarinske

jezgre, a vrijeme same reakcije ovisi 0 primijenjenom izotiocijanatu.

Struktura i Cisto¢a 13 sintetiziranih spojeva potvrdena je razliCitim metodama.

Najbolja aktivhost hvatanja DPPH radikala utvrdena je kod tiosemikarbazida s

razli€itim supstituentima na fenilnom prstenu (5f > 7e > 5d > 5e > 7f > 7d >
79).

Dobra antioksidacijska aktivnost utvrdena je kod tiosemikarbazida s arilnom

skupinom (5c¢c-f, 7c-g).

Umjerena aktivnost hvatanja DPPH radikala utvrdena je kod tiosemikarbazida

s alkilnom skupinom (metil-5a, 7a; etil-5b, 7b).

Tiosemikarbazidi 5f i 7¢c, zbog izrazite antioksidacijske aktivnosti, odli¢an su
model za daljnu sintezu novih, ucinkovitijih sredstava s antioksidacijskom

aktivnoScu.

54



6. METODICKI DIO



6. METODICKI DIO

Priprema za izvodenje nastave

Predmetni ugitelj: Marinko Tomi¢ odjel nadnevak

Nastavni predmet: Kemija Medupredmetna povezanost:

Biologija 4.razred | 0.5 5016,

Nastavna jedinica: ARENI: Struktura benzena i aromati¢nost;
Nomenklatura arena

gimnazije

KLJUCNI POJMOVI: areni, benzenski prsten, nezasi¢enost, polinuklearni aromatski ugljikovodici,
rezonancijske strukture, delokalizirani elektroni, poliklorirani bifenili

CiLJ

Upoznati se s gradom i nomenklaturom aromatskih ugljikovodika (arena) te s njihovim
predstavnicima u svakodnevnom zivotu.

POSTIGNUCA

Nauciti kako su gradene molekule aromatskih ugljikovodika (sadrze benzenski prsten) te
se upoznati s [IUPAC-ovom nomenklaturom istih. Usporedujuéi strukturne formule razli¢itih
spojeva, prepoznati koji su aromati¢ni te o emu ovisi stabilnost nekoga spoja.

Primjena polinuklearnih aromatskih ugljikovodika u svakodnevnom Zivotu, prvenstveno u
prehrani (vo¢e) kao jakih antioksidanasa (kumarin, tiosemikarbazid). Ukazati na vaznost
kontrolirane prehrane te zdravoga nacina zivota (naglasiti izrazito kancerogene spojeve u
cigaretnom dimu te Stetnost hrane s roéstilja).

Razviti sposobnosti sigurnoga i urednoga rukovanja kemijskim priborom i kemikalijama
tijekom izvodenja pokusa. Razraditi logiCko razmisljanje te uspostavljanje uzro&no-
posljedi¢nih veza.
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ISHODI UCENJA: uéenik ée biti sposoban

1. Opisati gradu aromatskih ugljikovodika (arena)

1.1. Navesti odakle potjee naziv ,aromatski ugljikovodici“ (R1)
1.2. Objasniti kemijsku strukturu arena (R1)

1.3. Definirati pojam ,aromati¢nost” na primjeru nekih organskih molekula (koristeéi strukturne formule toluena,
kumarina, cikloheksana i benzo[a]pirena- izbaciti uljeza) (R1)

2. Upoznati se s gradom benzena

2.1. Objasniti pojam ,aromati¢nosti“ te Cetverovalentnost ugljika na samome benzenu (R2)

2.2. Navesti tko je zasluZan za nastanak prve strukture molekule benzena (Kekulé-ov model) (R1)
2.3. Samostalno napisati strukturnu i molekulsku formulu benzena (R1)

2.4. Analizirati i definirati rezonancijsku strukturu benzena te stabilnost samoga benzenskog prstena uzrokovanu
raspodjelom 1 elektrona preko Citavog prstena (R3)

3. Objasniti princip nomenklature arena
3.1. Pomoc¢u IUPAC-ove nomenklature imenovati pojedine aromatske spojeve (R1)
3.2. Razumijeti polozaj supstituenata u benzenskom prstenu (orto-, meta- i para- polozaj) (R2)

3.3. Koristeci strukturnu formulu kumarina objasniti princip nomenklature aromatskih ugljikovodika s vise
benzenskih prstena (R2).

4. Usporediti korisnu i Stetnu primjenu arena u svakodnevnom zivotu

4.1. Definirati najvaznije predstavnike polinuklearnih aromatskih ugljikovodika u cigaretnom dimu i mesu pe€enom
na rostilju (R1)

4.2. Razlikovati oksidanse i antioksidane te princip po kojem funkcioniraju u bioloSkim sustavima (R2)

4.3. Samostalno spoznati i argumentirati koje su vaznosti zdrave ishrane (navesti koja je hrana bogata
aromatskim ugljikovodicima, poput kumarina i tiosemikarbazida koji su snazni antioksidansi) (R1)

4.4. Analizirati kako nekontroliranom ishranom moze do¢i do razli€itih bolesti, npr. karcinoma (uzrok su areni,
poput polikloriranog bifenila ili benzo[a]pirena) (R2).

TIP SATA: obrada/ upoznavanje novih sadrzaja, vjezbanje, ponavljanje

Etape nastavnog sata (artikulacija) SOCIJALNI OBLICI
RADA:
Uvodni dio: frontalni

Na samom pocetku sata, ucenici ¢ée pomoc¢u par usmenih pitanja ponoviti | individualni

gradivo s prethodnog sata (alkini). grupni rad
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Glavni dio:

Sto mislite, zbog &ega je pusenje Stetno, $to se zapravo nalazi u cigaretnom
dimu?- uvodno pitanje u glavni dio.

Ovisno o dobivenim odgovorima (treba ocekivati da ¢e neki uéenici i znati
odgovor na to pitanje), prilagoditi tijek sata. Definirati aromatske ugljikovodike
te pokus$ati uz pomo¢ strukturnih formula razli€itih spojeva objasniti pojam
~-aromati¢nosti®.

Nacrtati strukturu benzena na plo€u te raspraviti s u¢enicima na $to ih
podsjeéa prikazani spoj, jesu li se ve¢ susretali s njim negdje (pretpostavka je
da ¢e ucenici znati o kojem je spoju rije€ te da ¢ée veéini on predstavljati
»Simbol“ za kemiju prolongiran razli€itim ilustracijima na drudvenim mreZzama
ili pak u medijima). Na temelju prikazane strukture (na plodi) analizirati
benzen.

Spomenuti povijesni razvoj molekule benzena (Kekulé-ov model), na
osnovu izbrojanih atoma izvesti molekulsku formulu benzena. Detaljno
pojasniti aromaticnost na primjeru benzena i vaZnost delokaliziranih
elektrona te njihov utjecaj na stabilnost samoga spoja. Na primjeru
rezonancijskih struktura u¢enicima predociti kako su elektroni u elektronskom
oblaku u stalnom ,pokretu®.

Izvodedi u€enike pred plocu, krenuvsi od najjednostavnijinh spojeva (npr.
metil benzen), obraditi osnove IUPAC-ove nomenklature arena. Nakon
toga, slijedi upoznavanje ucenika s nekim predstavnicima arena. Ukratko
opisati ulogu nekih od njih (kao $to je dioksin iz skupine polikloriranih bifenila)
te ukazati na posljedice puSenja i nezdrave ishrane (rostilj). Nadalje,
spomenuti u€enicima ,korisne“ arene iz voca, spojeve s vise benzenskih
prstena, koji djeluju kao snazni antioksidansi (kumarini) te ukazati na vaznost
uravnotezene prehrane.

Podijeliti u€enike u 4 grupe, a nastavnik Ce iz svake skupine odabrati
ucenika koji ¢e izvesti pokus. Postupak pokusa je u Prilogu 1.

Zavrs$ni dio:

Na temelju pokusa zaklju€iti koja su najosnovnija svojstva benzena
(arena). Pokus ¢&e biti odlicha uvertira u sljedeéi sat (obrada Arena je
predvidena u viSe nastavnih sati) kada je predvidena detaljna obrada
fizikalnih i kemijskih svojstva arena kroz razne eksperimentalne zadatke.

NASTAVNE METODE:

metoda prakti¢nog
rada, razgovora,
usmenog izlaganja,
pisanja

NASTAVNA
SREDSTVA |
POMAGALA

o slike
e pribor i kemikalije
e kompjutor,

projektor, ppt, plo¢a
,nastavni listici

IZVORI ZA
PRIPREMANJE
NASTAVNIKA

D. Stricevic, B. Sever;
Temelji organske
kemije; Profil, 2008.,
Zagreb
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POTREBNO PRIPREMITI (posude, tvari):

Navedeno u Prilogu 1.

ZADACI ZA UCENIKE S POSEBNIM POTREBAMA:

1. Navedi odakle potje€e naziv ,aromatski ugljikovodici”?

2. NapiSi strukturnu i molekulsku formulu benzena! Kakav je omjer ugljika i vodika u molekuli benzena?
3. Prilikom izvodenja pokusa, na $to trebamo pripaziti ukoliko koristimo benzen?

4. Kako su rasporedeni elektroni u molekuli benzena?

5. Navedi barem jednog predstavnika polinuklearnih aromatskih ugljikovodika!

6. Koja je uloga antioksidanasa u bioloskim sustavima?

Prikaz sadrzaja na Skolskoj plo¢i, plakatu, projekciji, nastavnim listi¢ima:

ARENI-uvod

ARENI (aromatski ugljikovodici)- nezasi¢eni ciklicki ugljikovodici

- spojevi s mirisom, aromom (npr. kumarin- miris vanilije ili pokoSenog sijena)

AROMATICNOST: stabilnost spojeva koji u svojoj strukturi imaju nezasiéeni prsten od 6 C
atoma ———» BENZENSKI PRSTEN
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REZONANCIJA BENZENA

OPCA FORMULA:
CeHs

- Kekulé-ov model (1865.)

IMENOVANJE:

-imena vezanih supstituenata navode se abecednim redom, npr.

CH,

metilbenzen (toluen)

Polozaj supstituenata u benzenskom prstenu u odnosu na supstituent X:

X
o- o-
m- m-
p-
Spojevi s vise benzenskih prstena:
8 1
Ofi cl : o) : cl 7 2
@) \O Cl O Cl 6 5 4 3
a) kumarin b) dioksin c) naftalen
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PRILOG 1
Pokus 1.

POKUS SMIJE 1ZVODITI SAMO NASTAVNIK ILI UCENIK KOJEM JE NASTAVNIK DAO
DOPUSTENJE.

Pribor i kemikalije:

epruveta, gumeni Cep, stalak za epruvete, CaSa, kartusa, porculanska zdjelica, tresCica, Sibice,
voda, benzen

Postupak:

U epruvetu se ulije 4 do 5 mL vode i 1 do 2 mL benzena. ZaCepi se gumenim ¢epom, snazno
promucka i odloZi u stalak za epruvete. Nakon kratkog vremena izdvoje se dva sloja.

U kojem se sloju nalazi voda, a u kojem benzen? Argumentirajte svoj odgovor!

Epruveta e zatim odCepi i paZljivo stavi u ¢asu s vodom prethodno zagrijanom do vrenja.
Sadrzaj epruvete izlije se u porculansku zdjelicu i povrsini tekucine prinese zapaljena trescica.

Koje je boje benzen? Kojom bojom plamena gori?
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