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1. UVOD



1. Uvod

1.1. Rodanin

1.1.1. Struktura i svojstva rodanina

Rodanin (prema IUPAC-u: 2-sulfaniliden-1,3-tiazolidin-4-on) je peteroclana heterociklicka
molekula s tiazolnom jezgrom te tiokso i karbonilnom grupom vezanima na prsten (Patel i
Kumari 2016). Strukturi rodanina je pridruzeno nekoliko tautomera pri ¢emu je tautomer
prikazan na Slici 1 najstabilniji (Al-Sehemi i El-Gogary 2009). Poznata je takoder i

struktura kristala rodanina koji su gradeni u obliku planarnih dimera povezanih vodikovim

vezama (Weng Ng 2007).
O
\% NH

Slika 1: Struktura rodanina (preuzeto i prilagodeno prema Weng Ng 2007)

Osnovna fizikalno-kemijska svojstva rodanina prikazana su u Tablici 1. Svijetlo Zzuti
kristalni prah rodanina je slabo topljiv u hladnoj, ali dobro topljiv u kljucaloj vodi, kao i u
metanolu, etanolu, eteru, amonijaku te zagrijanoj octenoj kiselini (Windholz i sur. 1983).
Prilikom zagrijavanja rodanin se raspada na otrovne pare duSikovih i sumporovih oksida.
Uz to, ukoliko se zagrijavanje provodi ubrzano, kristali mogu eksplodirati (Sax 1984).
Rodanin reagira s kiselinama pri ¢emu nastaju hidrogen sulfidi dok u reakcijama rodanina
s alkalijskim metalima, hidridima i drugim reduciraju¢im tvarima nastaju toplina i vodik
(Web 1). Rodanin mozZe tvoriti i ¢etiri vodikove veze pri ¢emu moze biti donor i akceptor

vodika (Al-Sehemi i EI-Gogary 2009).

Tablica 1: Osnovna fizikalno-kemijska svojstva rodanina (Web1)

RODANIN
kemijska formula C3H3NOS, temperatura talista 168,5°C
molarna masa 133,183 g/mol gustoca 0,868 g/cm?
formalni naboj 0 pKa (25 °C) 5,52



1.1.2. Dobivanje rodanina

Rodanin je 1877. godine otkrio poljski kemicar i lijecnik Marceli Nencki reakcijom
amonijevog tiocijanata i kloroctene kiseline u vodi. S obzirom na svojstva koja je
pokazivao tada ga je nazvao rodanoi¢nom kiselinom (njem. Rhodaninsdure) (Nencki
1877). lako je rodanin otkriven na ovaj nac¢in, u suvremenoj Se kemiji najcesce sintetizira
iz ugljikova disulfida, amonijaka i kloroctene kiseline pri ¢emu uspjeh ukupne reakcije
ovisi 0 osiguravanju meduprodukta - amonijevog ditiokarbamata - visoke C¢istoce
(Redemann i sur. 1947).

1.1.3. Sinteza derivata rodanina

1.1.3.1. Knoevenagelova kondenzacija

Knoevenagelova kondenzacija je modificirana reakcija aldolne kondenzacije. Temelji se na
reakciji nukleofilne adicije izmedu aldehida ili ketona i aktivirane metilenske skupine koja
u prisutnosti bazi¢nog katalizatora moze biti deprotonirana. Pri tome nastaje rezonantno
stabiliziran enolat koji reagira s ionom imina, produktom iz reakcije aldehida ili ketona i
bazi¢nog katalizatora, $to rezultira nastankom nove C-C veze. Reakcija je obi¢no pra¢ena
spontanom dehidratacijom pri ¢emu nastaje nezasi¢en produkt (March 2007; Knoevenagel
1898). Rodanin lako kondenzira s razli¢itim alifatskim, aromatskim i heterociklickim
aldehidima. Medutim, analogne reakcije rodanina i ketona su manje istrazivane (Allan 1

sur. 1958).

1.1.3.2. Holmbergova metoda

Holmbergova metoda se temelji na reakciji izmedu bis(karboksi-metil)-tritiokarbonata i
primarnih amina pri ¢emu nastaju odgovaraju¢i N-supstituirani derivati rodanina. Mediji u
kojima se reakcija najéesce odvija jesu voda ili etanol. Holmbergovu metodu je moguce
kombinirati i s reakcijom Knoevenagelove kondenzacije pri ¢emu iz bis(karboksi-metil)-
tritiokarbonata, amina (R;NH;) i aldehida (R,CHO) nastaju 3,5-disupstituirani derivati
rodanina (Slika 2). Na ovaj na¢in moguce je kombinirati heterociklicke ili aromatske

aldehide te alifatske, aromatske i feniletilamine (Radi i sur. 2010).

S

HD?CVSYS " R.CHO s’[{
+ R1NH2 - / N_R-]

110°C, 5 min RE\/lﬁ(

CO.H ©

Slika 2: Reakcija kombinirane Holmergove metode i Knoevenagelove kondenzacije

(preuzeto i prilagodeno prema Radi i sur. 2010)



1.1.4. Bioloska aktivnost rodanina i njegovih derivata

Heterocikli¢ki spojevi su u prirodi prisutni u obliku alkaloida, nukleinskih kiselina,
bjelancevina, hormona, vitamina i drugih bioloSki vaznih spojeva. Upravo zato imaju
vode¢u ulogu u farmaceutskoj industriji. Medu heterociklickim molekulama rodanin
posljednih godina privlac¢i posebnu paznju. Naime, derivati rodanina pokazuju Sirok
spektar bioloskih aktivnosti S$to je posljedica moguénosti mnogih strukturalnih
modifikacija kako rodanina tako i njegovih derivata (Patel i Kumari 2016). Neke od tih
aktivnosti su: antibakterijska (Hardej i sur. 2010), antidijabetska (Tomasi¢ i Masi¢ 2009),
antifungalna (Sortino i sur. 2007), antihelmenticka (McGuire i sur. 1966), anti-HIV (Patel i
Kumari 2016), antikancerogena (Ramesh i sur. 2014), antimalari¢na (Kumar i sur. 2007),
antioksidativna (Khare i Kapoor 2016), antituberkularna (Dixit i sur. 2012), kardiotoni¢na
(Radi i sur. 2009) i protuupalna (Irvine i sur. 2008).

lako je bioloska aktivnost derivata rodanina poznata od pocetka 20. stolje¢a, znanstvene
studije su rijetko predlagale konkretne mehanizme djelovanja i unutarstani¢ne odgovore na
iste $to je presudno za daljnja istrazivanja i razvoj. To je vazno jer derivati rodanina mogu
reagirati nepredvidivo sa stani¢nim komponentama pri ¢emu znacajan problem mogu
predstavljati neselektivne reakcije Michaelove adicije sa stani¢nim proteinima te
interakcije s prijelaznim metalima koji su komponente razli¢itih stani¢nih sustava
(Tomasi¢ i Masi¢ 2012). Unato¢ tome, rodanini su klasificirani kao nemutageni (Hotta i
sur. 2006). Stovise, Epalrestat (prema IUPAC-u: 2-[(5Z)-5-[(E)-2-metil-3-fenilprop-2-
eniliden]-4-okso-2-sulfaniliden-1,3-tiazolidin-3-il] octena kiselina) (Slika 3), lijek na bazi
rodanina, jedini je lijek na trziStu koji inhibra enzim aldoza reduktazu, prvi enzim

poliolnog puta (Tomasi¢ i Masi¢ 2009).

@]
h N
S ’»OH
4

Slika 3: Struktura Epalrestata (Web 2)

~

Aldoza reduktaza u normalnim uvjetima neutralizira toksi¢ne aldehide pretvarajuéi ih u
inaktivne alkohole. Medutim, pojava hiperglikemije, koja prati dijabetes tipa Il, pojacava
aktivnost ovog enzima sto dovodi do povec¢anja unutarstani¢ne razine sorbitola — jednog od

uzro¢nika metabolickih promjena kojima su posljedice neuropatija i retinopatija.



Pretvaranje glukoze u sorbitol prati i poveéana potro$nja kofaktora NADPH ¢ime stanica
postaje podloznija oksidativnom stresu (Nishikawa i sur. 2000). Stoga, inhibirajuc¢i aldoza

reduktazu, Epalrestat znacajno ublazava simptome dijabtesa tipa Il (Hotta i sur. 2006).

1.2. Eutekticka otapala

1.2.1. Zelena kemija

Otapala imaju znacajnu ulogu u mnogim granama industrijske proizvodnje. Pri tome se
znacajno isticu U kemijskim sintezama (otapanje reaktanata, ekstrakcija i prociscivanje
produkata) gdje vrlo Cesto Cine najveci udio reakcijske smjese. Premda klasi¢na organska
otapala imaju brojne prednosti, sve vise predstavljaju ekoloski i sigurnosni izazov stoga ne
zaCuduje da je pronalazenje novih, nekonvencionalnih otapala sve viSe predmet
znanstvenih istrazivanja (Khandelwal i sur. 2016). Tu zelena kemija zauzima posebno
mjesto istrazujuéi istovremeno inovativne, ekonomiéne, energetski ucinkovite i ekoloski
prihvatljive procese proizvodnje u dostupnim, netoksi¢nim, biorazgradivim, nezapaljivim,
obnovljivim i ekonomski pristupaénim otapalima. Vazno je naglasiti da savrSeno zeleno
otapalo ne postoji, medutim medu mnogima su se 2001. godine pojavila eutekticka
otapala, koja se zbog fizikalno-kemijskih i bioloskih svojstava, uz ekonomic¢nu i

jednostavnu pripravu, smatraju novom generacijom zelenih otapala (Bubalo i sur. 2016).

1.2.2. Eutekticka otapala

Eutekticka otapala (engl. Deep Eutectic Solvents, DES) se definiraju kao sustavi sastavljeni
od najmanje dvije komponente — akceptora i donora vodikovih veza, a koji tvore novu,
eutekticku smjesu koja ima nizu temperaturu talista u odnosu na pojedinaéne komponente.

Eutektic¢ka otapala se mogu opisati i formulom:
Cat'X™ zY

gdje je Cat'kation amonijevih, fosfonijevih ili sulfonijevih soli, X~ je halogenidni anion
soli, te Y Lewisova ili Brgnstedova baza pri ¢emu je z broj molekula Y. Kombiniranjem
razli¢itih donora i akceptora vodikovih veza (Slika 4) moguce je dobiti velik broj
potencijalnih eutekti¢kih otapala. Osnovne interakcije izmedu komponenata eutekti¢kog
otapala jesu vodikove veze koje su i uzrok specifi¢nih svojstava eutektickih otapala. Uz
vodikove veze, izmedu komponenata povremeno postoje i elektrostatske te van der

Waalsove sile (Tomé i sur. 2018).
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Slika 4: Strukture donora i akceptora vodikovih veza koji se koriste u sintezi eutektickih

otapala (preuzeto i prilagodeno prema Liu i sur. 2015)

1.2.3. Svojstva eutektickih otapala

lako poznata ve¢ desetljeCima, eutekticka otapala su postala predmetom znanstvenih
istrazivanja tek pocetkom ovoga stoljea. Razlog tomu su brojne odlike poput niske
toksi¢nosti, visoke biorazgradivosti, mogucnosti recikliranja, dostupnosti, niske
zapaljivosti, niske hlapljivosti te atomske ekonomicnosti — sve pocetne komponente su
ukljucene u konacnoj smjesi (Alonso i sur. 2016). Osim navedenog eutekticka se otapala

odlikuju i specifi¢nim fizikalno-kemijskim svojstvima.

Temperatura talista eutektickih otapala

Jedno od najznacajnijih svojstava, o kojem ovisi i moguénost primjene eutektickih otapala,
jest znacajno niZa temperatura taliSta smjese u odnosu na pojedina¢ne komponente koje ju
¢ine (Florindo i sur. 2014). Primjerice, temperatura taliSta eutektickog otapala sastava
kolin-klorid i urea (1:2) iznosi 12°C dok je ona za ureu 133°C te za kolin-klorid 302°C
(Alonso i sur. 2016). Vodikove veze medu komponentama koje uzrokuju delokalizaciju
naboja tomu najviSe pridonose. Uz to, opcenito Simetrija kationa te svojstva njegova
bo¢nog lanca, kao i izbor aniona, takoder su vazni. Primjerice, temperatura taliSta
eutektickih otapala dobivenih iz derivata kolinskih soli i uree opada prema redosljedu F"—
NO;~ — CI” — BF,, $to je u korelaciji s moguc¢nosc¢u stvaranja vodikovih veza (Bubalo i

sur. 2016).



Viskoznost eutektickih otapala

Viskoznost je vazno svojstvo svih otapala. Eutekti¢ka otapala, osim otapala sastava kolin-
Klorid/etilen glikol, su obi¢no viskoznija u odnosu na organska pri sobnoj temperaturi.
Uzrok tomu je mreza vodikovih veza izmedu komponenti koja umanjuje slobodan
volumen otapala a time i pokretljivost slobodnih molekula. Viskoznost eutektickih otapala
ovisi i 0 molarnom omjeru kao i o temperaturi pri ¢emu prati Arrheniusov model —

porastom temperature opada viskoznost (Zhang i sur. 2012).

1.2.4. Priprema eutektickih otapala

NajceS¢e koriStena metoda priprave eutektiCkih otapala u literaturi je metoda
zagrijavanjem koja se temelji na mijesanju dviju komponenti odredenih molarnih omjera
na odredenoj temperaturi do nastanka homogene, bistre tekucine. Pritom, ukoliko se
temperature taliSta komponenti znacajno razlikuju, prvo se tali komponenta nize
temperature taliSta, nakon cega se tekucini dodaje komponenta s viSom temperaturom
taliSta. Ukoliko komponente imaju slicne temperature taliSta, mijeSaju se istovremeno
(Tomé i sur. 2018). Vrijeme potrebno za pripremu eutektickog otapala na ovaj nacin je od
30 do 240 minuta, ovisno o izboru pocetnih komponenti te o udjelu vode koja umanjuje
vrijeme priprave. Vrijeme priprave je moguce dodatno umanjiti uporabom ultrazvué¢nih
valova ili mikrovalnog zrac¢enja (Bubalo i sur. 2016). Eutekticka otapala se takoder mogu
dobiti i vakuum uparavanjem gdje se komponente prvotno otapaju u vodi nakon ¢ega se
voda uparava pri 50°C rotacijskim vakuum uparivatem. Dobivena tekucina se do
konstantne mase sus$i u eksikatoru sa silikagelom (Dai i sur. 2013). Eutekticka se otapala
mogu pripremiti i metodom usitnjavanja koja se temelji na mijeSanju dviju komponenti i
njihovim usitnjavanjem u tarioniku pomocu tucka na sobnoj temperaturi do oblikovanja
bistre, homogene tekucine (Florindo i sur. 2014). Opcenito, priprema eutektickih otapala je
jednostavna te ih je moguce izravno upotrijebiti, bez dodatnog proc¢iséavanja, §to je

znacajno i s ekonomskog i s ekoloskog aspekta (Bubalo i sur. 2016; Sirvi6 i sur. 2015).

1.2.5. Eutekticko otapalo kolin-klorid/urea

Medu eutektickim otapalima, ono sastava kolin-klorid/urea (1:2) najbolje je istrazeno.
Kolin-klorid (prema IUPAC-u: 2-hidroksietil-trimetilamonijev kation) je esencijalni
nutrijent i dio kompleksa vitamina B. Budu¢i da je biokompatibilan, biorazgradiv,
netoksican i ekonomski pristupacan, jedna je od najces¢ih komponenti eutekti¢kih otapala.
Pri tome, moze Se kombinirati s razli¢itim donorima vodikovih veza kao S§to su

ugljikohidrati, amini, alkoholi te amidi, medu kojima je i urea (Florindo i sur. 2014).



Urea (prema IUPAC-u: diamid ugljicne kiseline, zadrzano urea) je organski spoj koji
nastaje metabolickim putevima u organizmima sisavaca. Takoder je biorazgradiva i
ekoloski prihvatljiva (Fischer 2015). Znacajnu ulogu u strukturiranju eutektickog otapala
kolin-klorid/urea imaju snazne vodikove veze donora — uree, i kloridnog aniona te
vodikove veze kolina i kloridnog aniona. Ova struktura se dodatno stabilizira slabijim
vodikovim vezama koje postoje i izmedu drugih molekula u otapalu. Sve ove interakcije
uzrok su nastanka ,,sendvi¢-strukture® u kojoj se kolin i urea sinergisti¢ki vezu s kloridnim
ionom istovremeno maksimiziraju¢i medusobne, slabije interakcije. Kona¢no, ravnoteza
interakcija medu svim sastavnicama sprjecava Kristalizaciju otapala na sobnoj temperaturi

omogucavajuéi istovremeno da se ovo otapalo nazove eutektickim (Hammond i sur. 2016).

1.3. Antioksidativna aktivnost

1.3.1. Oksidativni stres i antioksidansi

Visoka reaktivnost kisika uvjetuje nastanak reaktivnih kisikovih jedinki (engl. Reactive
Oxygen Species, ROS) (Tablica 2) koje u standardnim fizioloskim koncentracijama imaju
vazne uloge u stani¢nim procesima, ali u povisenim koncentracijama, posebno u obliku
slobodnih radikala, postaju Stetne za stanicu (Kumar 2014; Kosani¢ i sur. 2011). Slobodni
radikali su elektricki nabijene, nestabilne Cestice s nesparenim elektronom koji uzrokuje
ukljuc¢ivanje radikala u lanc¢ane reakcije izmjene elektrona kojima se destabiliziraju druge

molekule i nastaju novi slobodni radikali (Kumar 2014).

Tablica 2: Reaktivne kisikove jedinke (Manisha i sur. 2017)

SLOBODNI RADIKALI MOLEKULE SPARENIH ELEKTRONA
HO- (hidroksil radikal) O, (singletni kisik)

0O, (superoksid radikal) H,O, (vodikov peroksid)
RO,¢ (peroksil radikal) HOCI (hipoklorasta kiselina)
RO- (alkoksi radikal) Os (ozon)

Slobodni radikali mogu promijeniti strukturu i propusnost staniéne membrane, inaktivirati
enzime i modificirati molekulu DNA, $to su uzroci razli¢itih patoloskih stanja te starenja
organizma (Manisha i sur. 2017; Birben i sur. 2012). Kako bi stanice zastitili od
oksidativnog stresa organizmi su razvili visoko sofisticiran i1 sloZen antioksidacijski sustav
koji ukljucuje razlic¢ite komponente endogenog i egzogenog porijekla koje interaktivno i
sinergisti¢ki ublazavaju djelovanje slobodnih radikala (Kumar 2014).



Pritom, antioksidansi se mogu definirati kao tvari koje u vrlo niskim koncentracijama
znacajno odgadaju oksidativno ostecenje ciljanih molekula sprjeavanjem nastanka
slobodnih radikala, deaktiviranjem istih ili promoviranjem njihova raspadanja (Yadav i sur.
2016; Young i Woodside 2001).

1.3.2. Metode odredivanja antioksidativne aktivnosti

1.3.2.1. DPPH metoda

DPPH metoda pripada skupini spektrometrijskin metoda koje se temelje na reakciji
radikala, radikalnog kationa ili kompleksa s antioksidacijskom molekulom koja moze
donirati atom vodika. DPPHe (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) (Slika 5) je stabilan
slobodni radikal pri ¢emu je uzrok stabilnosti delokalizirani elektron zbog kojeg ne
dimerizira (Pisoschi i Negulescu 2011). Zbog nesparenog elektrona otopina DPPH- je
tamno ljubicaste boje s apsorpcijskim maksimumom pri 517 nm. Medutim, u reakciji s
antioksidansom DPPHe prelazi u reducirani oblik $to rezultira stehiometrijskim
obezbojenjem koje ovisi o broju primljenih elektrona. Obezbojenjem se smanjuje
apsorbancija otopine, sto je temelj DPPH metode kojom se odreduje ukupni antioksidativni
kapacitet uzorka (Khare i Kapoor 2016; Kedare i Singh 2011). Ukupni antioksidativni
kapacitet je znacajan prilikom analiziranja promjena antioksidativne aktivnosti u krvnoj
plazmi, analiziranja antioksidativnog doprinosa specifi¢nih prehrambenih komponenti te u

proucavanju povezanosti strukture i aktivnosti Cistih antioksidansa (Prieto i sur. 1999).

N—N NO,

Slika 5: Struktura DPPH radikala
(preuzeto i prilagodeno prema Liang i Kitts 2014)

1.3.2.2. Fosfomolibden metoda

Fosfomolibden metoda takoder pripada skupini spektrometrijskin metoda. Temelji se na
redukciji molibdena (V1) u molibden (V) u reakciji s antioksidansom pri ¢emu nastaje
zeleni fosfat/molibden (V) kompleks ¢iji je apsorpcijski maksimum pri 695 nm (pH<7).
Zbog jednostavnosti i reagensa niskih cijena, fosfomolibden metoda je alternativa vec
dostupnim metodama za odredivanje ukupnog antioksidativnog kapaciteta uzoraka (Prieto

i sur. 1999).



1.4. Antibakterijska aktivnost

1.4.1. Opcée znacajke bakterija

Prokariotski bakterijski organizmi dolaze u tri oblika: kuglaste ili koki, Stapicaste ili bacili i
zavojite ili spirili pri ¢emu bakterijska stani¢na stjenka ima vaznu ulogu u odrzavanju
stanicnog oblika (Giddings i Newman 2015). S obzirom na strukturu stani¢ne stjenke
bakterije se mogu podijeliti na Gram-pozitivne i Gram-negativne. Stani¢nu stjenku Gram-
pozitivnih bakterija ¢ini viseslojni peptidoglikan murein (70-80%) graden od glikanske
okosnice visestruko unakrsno povezane s oligopeptidima. U stani¢noj stjenki Gram-
negativnin bakterija jednoslojni murein (10-20%) je tanak i smjesten izmedu
citoplazmatske i vanjske lipopolisaharidne membrane. Upravo nedostatak ove vanjske
1996). U skupini Gram-pozitivnih bakterija medu najvaznijim predstavnicima su vrste
Staphylococcus aureus i Bacillus subtilis. S. aureus je uobicajeni kolonizator sisavaca i
ptica. Medutim, ovaj fakultativni anaerob je takoder i invazivni patogen Koji se, uSavs$i u
krvotok, brzo replicira uzrokujuci infekcije sa zna¢ajnom stopom smrtnosti (Thomer i sur.
2016; Masalha i sur. 2001). Uz to, soj MRSA (engl. Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus) je rezistentan na antibiotske ucinke semisintetskih penicilina kao i na ostale -
laktamske antibiotike (Chambers 2001). Nasuprot tomu, vrsta Bacillus subtilis je izvor
industrijskih enzima (proteaza i amilaza) te probiotik ¢ija je primjena u porastu. Ova
aerobna vrsta se moze izolirati iz razli¢itih terestrickih i akvatickih ekosustava gdje, u
slu¢aju nedostatka hranjivih tvari ili okolinog stresa, tvori vrlo otporne endospore
(Shahcheraghi i sur. 2018; Earl i sur. 2008). Escherichia coli je Stapicasta, fakultativno
anaerobna poliflagelatna Gram-negativna bakterija. Neki serotipovi ove vrste su simbionti
gastrointestinalnog sustava ljudi i Zivotinja dok su drugi patogeni. E. coli je rezistentna na
vise vrsta lijekova medu kojima se isti¢u ampicilin, fluorokinoloni te cefalosporini (Vila i
sur. 2016). Pseudomonas aeruginosa je Stapicasta, obligatno aerobna monoflagelatna
Gram-negativna bakterija. S obzirom na metabolicku svestranost i slozene regulacijske
mehanizme, Pseudomonas je vrlo ¢esto modelni organizam (Moradali i sur. 2017; Gellatly

I Hancock 2013). Ova vrsta je i oportunisticki humani patogen (Bhawsar i Singh 2014).

1.4.2. Metode odredivanja antibakterijske aktivnosti
Metode razrjedivanja agara ili bujona te disk difuzijska metoda su dobro proucéene i
uobicajeno koristene metode za odredivanje antibakterijske aktivnosti (Balouiri i sur.

2016).
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Pritom, neovisno o izboru metode, neophodno je uzeti u obzir ¢imbenike Koji imaju
Izravan utjecaj na rezultate istrazivanja poput izbora mikroorganizama koji ¢e se testirati,

svojstava ispitivanih uzoraka te izbora odgovaraju¢eg medija (Wiegand i sur. 2008).

1.4.2.1. Metoda razrjedivanja bujona (engl. Broth dilution method)

Metode razrjedivanja su najprikladnije za odredivanje vrijednosti minimalne inhibitorne
koncentracije (engl. Minimum Inhibitory Concentration, MIC) ispitivanog uzorka u agaru
(engl. Agar dilution) ili bujonu (engl. Broth dilution) pri ¢emu se MIC vrijednost definira
kao najmanja koncentracija ispitivanog uzorka koja inhibira rast testiranog
mikroorganizma vidljiv okom. Obje metode se mogu koristit za kvantitativno odredivanje

antimikrobne aktivnosti uzoraka u odnosu na bakterije i gljivice in vitro.

Metoda razrjedivanja bujona, S obzirom na nacin izvodenja postupka (U epruveti
minimalnog volumena 2 ml ili pomo¢u mikrotitarskih plo¢ica s jazicama manjeg
volumena) moze biti makro- ili mikrorazrjedivanje. Standardizirana je od CLSI-a (engl.
The Clinical & Laboratory Standards Institute) za aerobne bakterije, kvasce i gljivice §to
povecava klinicku relevantnost rezultata (Balouiri i sur. 2016). Vrijednost MIC parametra
se u klini¢koj praksi koristi za razvrstavanje testiranih organizama kao osjetljivih, srednje

osjetljivih ili otpornih u odnosu na testirana antimikrobna sredstva (Wiegand i sur. 2008).

1.4.2.2. Disk difuzijska metoda (engl. Agar disk-diffusion method)

Disk difuzijska metoda se koristi u mnogim klini¢kim mikrobioloskim laboratorijima za
rutinsko ispitivanje antimikrobne osjetljivosti. Prednosti ove metode su jednostavnost
izvedbe, ekonomska pristupacnost te mogucnost ispitivanja mnoStva mikroorganizama 1
uzoraka. Rezultati metode su kvalitativni i svrstavaju bakterije kao osjetljive, srednje

osjetljive ili otporne u odnosu na antimikrobno sredstvo (Balouiri i sur. 2016).

1.5. Cilj rada

Cilj ovog diplomskog rada bio je sintetizirati seriju derivata rodanina za $to je odabrana
reakcija Knoevenagelove kondenzacije s razli¢itim aromatskim aldehidima u zelenom,
eutektickom otapalu na bazi kolin-klorida. Nadalje, s obzirom da razli¢iti derivati rodanina
prema dosada$njim istrazivanjima pokazuju Sirok spektar bioloskih aktivnosti, cilj je bio
istraziti 1 potencijalnu antioksidativnu i antibakterijsku aktivnost uspjesno sintetiziranih

spojeva.
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2. Materijali i metode

2.1. Op¢i podatci

Sve kemikalije koriStene u eksperimentalnom radu su nabavljene od komercijalnih
dobavljaca te su koristene u reakcijama bez daljenjeg procis¢avanja.

Za odrzavanje stalnih uvjeta tijekom reakcija sinteze koriStena je magnetna mijesalica s
ploCom za zagrijavanje (VWR, Radnor, Pennsylvania, USA). Tijek reakcija, kontrola
Cisto¢e spojeva te preliminarna identifikacija produkata su praceni tankoslojnom
kromatografijom (engl. thin-layer chromatography; TLC) pri ¢emu su kao stacionarna faza
koristene fluorescentne silikagel plo¢e za tankoslojnu kromatografiju (Alugram SIL
G/UV2s4) dok je mobilnu fazu ¢inio sustav otapala benzen:aceton:octena kiselina (8:1:1).
Za detekciju rezultata tankoslojne kromatografije koristena je HP-UVISR lampa (Biostep
GmbH, Burkhardtsdorf, Germany) pri valnim duljinama 254 nm te 365 nm. Temperature
taliSta sintetiziranih spojeva odredene su pomocu uredaja Electrothermal (Rochford, UK).
Snimanje masenih spektara provedeno je na spektrometru masa LC-MS/MS (API 2000,
Applied Biosystems, Redwood City, USA). Apsorbancije prilikom ispitivanja
antioksidativih aktivnosti sintetiziranih spojeva mjerene su spektrofotometrom HACH
DR/2010 Spectrophotometer (Colorado, USA). Bakterijske kulture i antibiotik amikacin
sulfat su dobavljeni od Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u Osijeku. Vrste Bacillus
subtilis i Escherichia coli su odabrane kao modelni organizmi koji predstavljaju Gram-—
pozitivne i Gram—negativne bakterije. Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa
su odabrane jer su ljudski patogeni. Takoder predstavljaju Gram-—pozitivne i Gram-—
negativne bakterije. Opticka gusto¢a bakterijskih suspenzija mjerena je u sterilnoj
fizioloskoj otopini pri valnoj duljini 600 nm spektrofotometrom HACH DR/2010
Spectrophotometer (Colorado, USA) pri ¢emu je metoda standardizirana uporabom
McFarland standarda. Inkubacija nasadenih bakterijskih kultura, kao i mikrotitarskih
plocica koristenih prilikom odredivanja antibakterijske aktivnosti sintetiziranih spojeva,
provedena je u inkubatoru proizvodaca Sutjeska (Beograd, Srbija). Za sterilizaciju
kemijskog posuda i pribora koriSten je autoklav proizvodaca INAKO 1935 (Zagreb,
Hrvatska).
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2.2. Sinteza spojeva na bazi rodanina

Sinteza spojeva na bazi rodanina provedena je reakcijom Knoevenagelove kondenzacije
izmedu rodanina i razli¢itih aromatskih aldehida prema Jawale i sur. (2012) pri ¢emu je
konvencionalno otapalo zamijenjeno eutektickim otapalom na bazi kolin-klorida. Sintezi je

prethodila priprema eutektickog otapala kao medija u kojemu se reakcija odvijala.

2.2.1. Priprema eutektickog otapala

Eutekticko otapalo se pripremalo neposredno prije reakcije kondenzacije, mijeSanjem 5 g
kolin-klorida (0,0035 mol) i 4,2 g uree (0,007 mol). Mijesanje se provodilo na 80°C
pomocu magnetne mijesalice s ploCom za zagrijavanje dok se nije dobila homogena bistra
smjesa. Otapalo se hladilo na sobnu temperaturu te se bez daljnjeg proc¢iséavanja koristilo

u reakcijama sinteze.

2.2.2. Sinteza spojeva na bazi rodanina reakcijom Knoevenagelove kondenzacije
Za reakciju Knoevenagelove kondenzacije u pripravljeno eutekticko otapalo su dodani
rodanin (0,2 g; 1,5 mmol) i supstituirani aromatski aldehid (1,5 mmol). Reakcija je pracena
pomoéu TLC-a, a po zavrSetku reakcije reakcijska smjesa je ohladena, dodana je
demineralizirana voda te su nastali kristali filtrirani i osuseni. Sintetiziranim spojevima su
odredene temperature taliSta te su snimljeni spektri masa, pri ¢emu su dobiveni rezultati za
poznate spojeve usporedeni s literaturnim podatcima. Sintetiziranim spojevima je odredena
i Rf-vrijednost koja se racuna na sljedeci nacin:

__d(spoj)

d (otapalo)

pri ¢emu je:
d(spoj) — duljina puta koji prijede spoj na ploci tankoslojne kromatografije u odredenom
sustavu otapala (cm); d(otapala) — duljina puta koji prijede otapalo na plo¢i tankoslojne

kromatografije (cm).
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2.2.3. Shematski prikaz zadatka
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Slika 6: Reakcija Knoevenagelove kondenzacije izmedu

rodanina i aromatskog aldehida

2.3. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti sintetiziranih spojeva

Ispitivanje antioksidativne aktivnosti sintetiziranih spojeva provedeno je DPPH metodom
prema Shih i sur. (2007). Budu¢i da su spojevi slabo topljivi u organskim otapalima poput
metanola ili etanola u eksperimentalnom radu je koristen DMSO (dimetil-sulfoksid).
Postupak:

0,75 ml 0,2 mM DMSO otopine sintetiziranog spoja je pomijesano s 0,75 ml 0,2 mM
DMSO otopine DPPH radikala. Potom je uslijedila inkubacija u tami na sobnoj temperaturi
u trajanju od 30 minuta. Po zavrSetku vremena inkubacije mjerena je apsorbancija uzoraka
pri 517 nm. Uredaj je podeSavan prema otapalu (DMSO), kao kontrola je koristena 0,1
mM otopina DPPH radikala, dok je kao standard koristena askorbinska kiselina. Mjerenje
se provodilo u tri ponavljanja. Rezultati su izvedeni prema formuli za odredivanje

sposobnosti hvatanja slobodnih DPPH radikala:

% hvatanja DPPH radikala= W x 100

pri cemu je:

Ab — apsorbancija 0,1 mM DMSO otopine DPPH radikala pri 4 = 517 nm; As —
apsorbancija 0,1 mM DMSO otopine cistog testiranog spoja pri 4 = 517 nm; Am —
apsorbancija 0,1 mM DMSO otopine smjese testiranog spoja i DPPH radikala pri 517 nm.

15



2.4. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti sintetiziranih spojeva

2.4.1. Pripremanje hranjive podloge za nasadivanje bakterija

U ovom eksperimentalnom radu koriSten je krumpirov glukozni agar kao hranjiva podloga.
Za pripremu 100 ml krumpirova glukoznog agara prema uputi proizvodaca je pomijesano
2,2 g Mueller Hinton bujona, 0,5 g ekstrakta kvasca, 4 g glukoze i 2 g krumpirova brasna u
100 ml 0,25 M otopini PBS-a (fosfatni pufer, engl. Phosphate Buffer Saline) (pH=7,4).
Navedena smjesa je kuhana 20 minuta u vodenoj kupelji i potom hladena na 25°C-27°C.
Nakon Kkalibriranja pH vrijednosti na 5,55+0,10 dodano je 1,5 g agara te je smjesa
tindalizirana. Proces tindaliziranja se sastojao od izmjenjivanja kuhanja u trajanju 15
minuta (3x) i izlaganja UV svjetlu u trajanju 10 minuta (2x). Nakon toga pripremljena
hranjiva podloga je izlivena u Petrijeve zdjelice te jo§ jednom izlozena UV svjetlu na 10

minuta. Tako pripremljena hranjiva podloga je ¢uvana u hladnjaku na temperaturi +4°C.

2.4.2. Pripremanje tekuce hranjive podloge

Tekuca hranjiva podloga koristena u mikrotitarskim plo¢icama je Mueller Hinton bujon.
Za pripremu bujona dodano je 22 g Mueller Hintona u 1 | destilirane vode. Smjesa je
zagrijana do potpunog otapanja i potom autoklavirana na temperaturi 121°C tijekom 10

minuta. Pripremljena sterilna tekuca podloga se ohladena ¢uvala u hladnjaku i koristila.

2.4.3. Nasadivanje, uzgajanje i cuvanje bakterijskih kultura

Bakterijske kulture su nasadene na prethodno pripremljeni krumpirov glukozni agar pri
¢emu je koriSten sterilan pribor. Inokulacija bakterijskih kultura provedena je spiralnim
potezima vrha eze po hranjivoj podlozi nakon ¢ega je uslijedila inkubacija na 37°C tijekom

16 sati. Bakterijske kulture su prije nasadivanja ¢uvane u hladnjaku u dubokom agaru.

2.4.4. Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije

Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije provedno je metodom razrjedivanja
bujona prema Gu i Wang (2010).

Postupak:

U svaku jazicu mikrotitarske plocice (plocice s 96 jazica) pipetirano je 100 pl Mueller
Hinton bujona. Potom su u prve jazice u nizu dodani ispitivani uzorci (100 ul). Otopine su
promijesane multikanalnom pipetom te je iz prve jazice u sljedecu i dalje redom na isti
nacin preneseno 100 pl otopine radi dvostrukih i serijskih razrjedenja uzoraka (0,5 mg/ml;

0,25 mg/ml; 0,125 mg/ml; 0,0625 mg/ml; 0,03125 mg/ml; 0,012526 mg/ml).
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Nakon Seste jazice u nizu postupak je ponavljan. Nakon razrjedenja ispitivanih uzoraka, u
svaku jazicu je dodano 20 pl bakterijske suspenzije gustoce 0,5 prema McFarland skali
(Tablica 3). Potom su plo¢ice inkubirane na 37°C tijekom 18-24 sata. Nakon inkubacije je
u svaku jazicu dodano 50 pl TTC otopine (y=0,5 mg/ml sterilne fizioloSke otopine) (engl.
triphenyl tetrazolium chloride, TTC). Rezultati su ocitani golim okom nakon dodatne
inkubacije od 3 sata (37°C). Pritom, promjena boje u ruzicastuje bila znak rasta bakterija te
Minimalna inhibitorna koncentracija pojedinog uzorka najvece razrjedenje uzorka pri
kojem nije doslo do pojave obojenja. Rezultati su dodatno usporedeni i s kontrolnim
jazicama pri ¢emu su pozitivnu kontrolu cinile jazice sa serijskim razrjedenjima
antibiotika, a negativnu one sa serijskim razrjedenjima otapala (DMSQO). Mjerenje je

provedeno u tri ponavljanja.

Tablica 3: Vrijednost standarda na McFarland skali (McFarland 1907)

KONCENTRACIJA TEORETSKA OPTICKA
STANDARD BAKTERIJA®X10/m| GUSTOCAZ na 550 nm
0,5 150 0,125
1 300 0,25
2 600 0,50
3 900 0,75
4 1200 1,00
5 1500 1,25

! Koncentracija bakterija ovisi o njihovoj veli¢ini, a brojevi prikazuju prosje¢nu vrijednost.

2 Vrijednosti odgovaraju optickoj gustoéi bakterijske suspenzije.
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3. Rezultati

3.1. Sintetizirani spojevi

Spoj 1: (5Z)-5-(4-brombenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-on o H
Tt=221°C (228-230°C, Han i sur. 2013) N N>\
1=9,69% I~
Rf=0,761

M=300,194 g/mol
boja uzorka: svijetlo smeda
Br

l =01 50 MCA scans from Sample 1 (028 _Za) of 0Z8_Zaowill (Turbo Speay) Max. 1.BaT cps.
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Slika 7: Maseni spektar (5Z)-5-(4-brombenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-ona
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Spoj 2: (52)-5-(2-metoksibenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-on o H

. NN
Tt=251-258°C (258°C, Majd 2007)
—S
n1=37,39%
Rf=0,735 o
M=251,325 g/mol CHs
boja uzorka: zuta
I -(1: 80 MCA seans from Sample 1 (020_2b) of 030_2b.wiff (Turbo Spray) Max 1.327 cps.
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Slika 8: Maseni spektar (5Z)-5-(2-metoksibenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-ona
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Spoj 3: (52)-5-[4-(dimetilamino)benziliden]-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-on

Tt=280°C (284-286°C, Subhedar i sur. 2016)
n=50,47%

Rf=0,684

M=264,37 g/mol

boja uzorka: narancasto-crvena

I -01: 60 MCA scans from Sample 1(032_2c) of 032_2c.wiff (Turbo Spray)
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Slika 9: Maseni spektar (5Z)-5-[4-(dimetilamino)benziliden]-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-ona
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Spoj 4: (52)-5-(3-metoksibenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-on

Tt=229-233°C (235°C, Majd 2007) N—N
n=33,84% S>
Rf=0,722
M=251,325 g/mol
boja uzorka: zuta o
|
CH,
I -11: 80 MCA scans from Sampbe 1 (0234 _2d) of 034 _2d wif (Turbo Spray) Max 2.1eT cps.
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Slika 10: Maseni spektar (5Z)-5-(3-metoksibenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-ona
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Spoj 5: (52)-5-(2,3-dihidroksibenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-on

Tt=220-222°C (225-227°C, Pinson i sur. 2011) 0 H
1=29,35% N—N
RF=0,564 y S> =
M=253,297 g/mol oH
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1.26e8

252.00

1.20e8 J

1.10e8 4

0.00eT |

B00eT )

Imtansity, cps

E.00eT |

5.00eT |

4.00eT |

3.00eT |

2.00eT |

MECLTRPIEES — L . At faini: L 3 bl illea prapieeseet
110 120 130 140 150 180 170 180 180 200 210 230 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340

'z, Ama

Slika 11: Maseni spektar (52)-5-(2,3-dihidroksibenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-ona
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Spoj 6: (52)-2-tiokso-5-(3,4,5-trimetoksibenziliden)-1,3-tiazolidin-4-on o H
Tt=189-193°C

n=19,34% % s>
Rf=0,702

M=311,37 g/mol

boja uzorka: zuta o o

I -(11: 60 MCA scans from Sample 1 (0258_2f) of 036_2F.wiT (Turbo Spray) Max 2.7e7 cps.
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Slika 12: Maseni spektar (5Z)-2-tiokso-5-(3,4,5-trimetoksibenziliden)-1,3-tiazolidin-4-ona
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Spoj 7: (52)-5-(3,4-dihidroksibenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-on 5 H

Tt=287-289°C
n=25,89%
Rf=0,417
M=253,297 g/mol

boja uzorka: crveno-smeda

I -1 G0 MCA scans from Sample 1(028_2g) of 038_2g.wif (Turbo Spray)
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Slika 13: Maseni spektar (52)-5-(3,4-dihidroksibenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-ona
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Spoj 8: (5Z)-5-(4-hidroksi-3-metoksibenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-on
Tt=220°C (231-232°C, Han i sur. 2013) S
n=42,86% S
Rf=0,667

M=267,35 g/mol

H
N

boja uzorka: Zuto-smeda

I -@1: 60 MCA scans from Sampie 1 (040_2i) of D40_2i wiT (Turbe Spray) Max 32T cps.
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Spoj 9: (52)-5-(3-hidroksibenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-on

Tt=247°C (244-251°C, Spaningerova 2006) NN
n=5,19% >:S
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M=237,29 g/mol
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Slika 15: Maseni spektar (5Z)-5-(3-hidroksibenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-ona
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Spoj 10: (5Z)-5-(2-hidroksibenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-on

Tt=201-204°C (200-202°C, Varghese i sur. 2003)

n=21,59%
Rf=0,786

M=237,29 g/mol

boja uzorka: zuta
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Slika 16: Maseni spektar (5Z)-5-(2-hidroksibenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-ona
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Spoj 11: (5Z)-5-benziliden-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-on o)

Tt=194-199°C (203-204°C, Gong i sur. 2008)
n=15,54%

Rf=0,673

M=221,29 g/mol

boja uzorka: crveno-smeda
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Slika 17: Maseni spektar (52)-5-benziliden-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-ona
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Spoj 12: (5Z)-5-(3-brombenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-on
Tt=240°C (244-246°C, Kalafutova 2009)

n=15,29%
Rf=0,602

M=300,195 g/mol

boja uzorka: Zuto-smeda

l -Q1: 60 MCA scans from Sample 1 (028_2a) of 028_2a.wiff (Turbo Spray)
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Slika 18: Maseni spektar (52)-5-(3-brombenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-ona
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Spoj 13: (5Z)-5-(4-nitrobenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-on

Tt=253°C (255-256°C, Gong i sur. 2008)
n=49,69%

Rf=0,786

M=266,296 g/mol

boja uzorka: crna

I =01: 60 MCA scans from Sample 1 (046_2q) of 046_2q.wiff (Turbo Spray)
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Slika 19: Maseni spektar (5Z)-5-(4-nitrobenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-ona
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3.2. Antioksidativna aktivnost sintetiziranih spojeva
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Slika 20: Antioksidativna aktivnost derivata rodanina
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3.3. Antibakterijska aktivnost sintetiziranih spojeva

Tablica 4: Antibakterijska aktivnost sintetiziranih spojeva

minimalna inhibitorna koncentracija u pg/mi

oznaka

Gram-pozitivne Gram-negativne
sintetiziranog bakterije bakterije
spoja S. aureus B. subtilis E. coli P. aeruginosa
antibiotik
(amikacin sulfat) 4,000 1,950 1,953 1,950

1 125 125 125 125
2 250 125 250 250
3 125 125 125 125
4 125 125 125 125
5 125 62,5 125 125
6 125 62,5 125 125
7 125 125 125 125
8 125 62,5 125 125
o* - - - -

10 125 125 125 125
11 125 125 125 125
12 125 125 125 125
13 125 12,526 125 125

*9 — spoj nije ispitivan zbog nedostatne koli¢ine uzorka



4. RASPRAVA



4. Rasprava

4.1. Sinteza derivata rodanina

Serija derivata rodanina je sintetizirana reakcijom Knoevenagelove kondenzacije s
razli¢itim aromatskim aldehidima zelenom metodom u eutektickom otapalu na bazi kolin-
klorida. Reakcijskim smjesama nisu dodavani nikakvi katalizatori koji se obi¢no koriste u
konvencionalnim sintezama ovih spojeva (Han i Zhou 2016). Sintetizirani spojevi su po
potrebi proc¢i$éeni, a Cisto¢a spojeva je provjerena na TLC-u. Spojevi su okarakterizirani
Rf-vrijednostima te su im odredene temperature talista i spektri masa. Dobiveni
eksperimentalni podatci su usporedeni s postoje¢im literaturnim podatcima pri ¢emu se
temperature taliSta spojeva 2, 3, 4, 10, 11 i 13 podudaraju s navedenima u literaturi.
Nadalje, spektrometrijom masa su dobiveni podatci o0 molekularnim masama analiziranih
spojeva pri ¢emu su rezultati izrazeni u obliku m/z (za veéinu iona z = 1 m/z predstavlja
masu odredenog iona). 1z spektara masa (Slika 7 — Slika 19) je vidljivo da se za svaki
pojedini spoj dobiveni molekularni ioni potpuno podudaraju s teoretski pretpostavljenima.
Na temelju temperatura taliSta i dobivenih spektara masa moze se sa sigurnoscu zakljuciti
da su strukture sintetiziranih spojeva potvrdene. Strukture sintetiziranih derivata rodanina s

pripadajué¢im eksperimentalnim podatcima su prikazane u Rezultatima (3.1.1. — 3.1.13.).

Derivati rodanina zbog svojih specifi¢nih svojstava ve¢ desetlje¢ima privla¢e paznju
znanstvenika (Tejchman i sur. 2017). To takoder ukljucuje optimizaciju metoda sinteze sto
pospjesuje daljnja istrazivanja. Primjerice, Anbarasan i sur. (2015) su takoder sintetizirali
spoj 11, ali uz natrijev acetat/octenu kiselinu i etanol pri ¢emu je reakcijsko vrijeme bilo 3
sata, Sto nije znacajna razlika u odnosu na reakcijska vremena u ovom radu (2-4 sata).
Medutim, reakcijsko iskoriStenje je znacajno vise — 80% u odnosu na 15,54% u ovom radu.
Na nisko reakcijsko iskoriStenje izravan utjecaj mogu imati fizikalno-kemijska svojstva
otapala, primjerice relativno visoka viskoznost eutektickog otapala kolin-klorid/urea. Na
reakcijsko iskoriStenje, uz izbor otapala, znaCajan utjecaj moze imati i uporaba
mikrovalnog zraCenja. Metoda se temelji na moguénosti polarnih molekula da apsorbiraju 1
emitiraju mikrovalno zracenje. Polarizacija i ionska kondukcija uvjetuju izravno
zagrijavanje uzorka koji se potom tretira mikrovalovima (Bubalo i sur. 2016). Mikrovalno
zraCenje je u znaCajnoj uporabi u kemijskim sintezama ¢emu su razlozi, uz visoka
reakcijska iskorisStenja, i nastajanje ¢iS¢ih produkta te jednostavnost eksperimentalne

izvedbe (Zhou i sur. 2006).
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Primjerice, Zhou i sur. (2006) su sintetizirali seriju kemijskih spojeva Knoevenagelovom
kondenzacijom izmedu rodanina i razli¢itih aromatskih aldehida uz tetrabutilamonijev
bromid (TBAB) u vodenom mediju uz mikrovalno zraenje. Uz izvodenje reakcije u
zelenim uvjetima, reakcijska iskoriStenja su bila 71%-96% te reakcijska vremena 8-10
minuta. Zhou i sur. (2006) su takoder utvrdili na primjeru sinteze 5-(3-nitrobenziliden)-2-
tiokso-1,3-tiazolidin-4-ona da mnozina koristenog katalizatora takoder ima znacajnu ulogu

u uspjesnosti kemijskih reakcija (Tablica 5).

Tablica 5: Utjecaj koli¢ine katalizatora na reakcijsko vrijeme 1 iskoriStenje u sintezi

5-(3-nitrobenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-ona (Zhou i sur. 2006)

katalizator | n(mol) reakcijsko vrijeme reakcijsko iskoriStenje
(min) (%)
TBAB 0 20 0
TBAB 0,3 8 96
TBAB 0,6 8 77
TBAB 0,9 8 55
TBAB 0,3 240* 65

*reakcija provedena uz konvencionalno zagrijavanje
n(rodanin) : n(3-NO,CgH,4) = 1:1

Osim koli¢ine katalizatora, na reakcijsko vrijeme i iskoristenje reakcije Knoevenagelove

kondenzacije ujece i temperatura (Tablica 6).

Tablica 6: Utjecaj temperature na reakcijsko vrijeme i reakcijsko iskoristenje u sintezi

5-(2,4-diklorbenziliden)-2-tiokso-1,3-tiazolidin-4-on (Han i Zhou 2016)

*katalizator temperatura reakcijsko vrijeme | reakcijsko iskoriStenje
(%omol) (°C) (min) (%)
10 70 60 62
10 80 14 81
10 90 11 84
10 100 11 84

*Kkatalizator je 2-hidroksietil amonijev acetat

n(rodanin): n(aldehid) = 1:1
Uz to, sinteza derivata prema Han i Zhou (2016) je provedena u uvjetima bez otapala uz
katalizator 2-hidroksietil amonijev acetat. Pritom, reakcijska iskoriStenja za reakcije
dobivanja spojeva 1 i 10 pri 90°C su 85% i 82%, S§to je znacajno viSe u odnosu na

reakcijska iskoriStenja analognih reakcija u ovom radu (9,69% te 21,59%) pri 80°C.
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U konacnici, obzirom da su u ovom eksperimentalnom radu ocekivani produkti izolirani,
eutekticko otapalo kolin-klorid/urea se moze smatrati pogodnim medijem za provodenje
reakcije Knoevenagelove kondenzacije izmedu rodanina i aldehida. Medutim, s ciljem
povecanja reakcijskih iskoriStenja moglo bi se dodatno istraziti ¢imbenike kao S$to su
promjena omjera reaktanata i eutektickog otapala, promjena temperature i uporaba

katalizatora u razli¢itim mnozinskim udjelima.

4.2. Antioksidativna aktivnost sintetiziranih derivata rodanina

Specifiéna struktura rodanina je uzrok Sirokom spektru bioloSkih aktivnosti derivata
rodanina (Sojitra i sur. 2013; Mendgen i sur. 2012). Pri tome, antioksidativnoj aktivnosti
derivata rodanina znacajno doprinose sferi¢nost molekula te 3D raspodjela atoma visoke

elektronegativnosti (O, N i S) (Molnar i sur. 2018).

U ovom radu je in vitro antioksidativna aktivnost sintetiziranih spojeva ispitana DPPH
metodom pri ¢emu Su rezultati izrazeni u obliku % hvatanja DPPH radikala (Slika 21). Svi
sintetizirani spojevi pokazuju manju antioksidativnu aktivnost u odnosu na askorbinsku
kiselinu koja je koriStena kao standard. Spoj 7, produkt reakcije rodanina 1 3,4-
dihidroksibenzaldehida, pokazuje najbolju antioksidativnu aktivnost (69,54% DPPH). Ovaj
rezultat je ocekivan s obzirom da je utvrdeno da su flavonoidi (Ami¢ i sur. 2007),
kumarini i fenoli (Molnar 2011) s kateholnom skupinom (3,4-(OH);) potentni
antioksidansi. Promjenom polozaja hidroksilnih skupina antioksidativna aktivnost znac¢ajno
opada i ona za spoj 5 sa 2,3-dihidroksibenzilidenskom skupinom u polozaju 5 rodaninskog
prstena iznosi 38,22% DPPH. Da polozaj supstituenta na fenilnom prstenu benzilidenske
skupine utjeCe na antioksidativnu aktivnost potvrduju i vece antioksidativne aktivnosti
spojeva 4 i 9 (Supstituenti na fenilnom prstenu benzilidenske skupine u polozaju 3) u
odnosu na spojeve 2 i 10 (isti supstituenti na fenilnom prstenu benzilidenske skupine u
polozaju 2). Nadalje, zamjeni li se jedna hidoksilna skupina metoksi skupinom
antioksidativna aktivnost takoder opada (spoj 8; 45,75% DPPH). Na antioksidativnu
aktivnost utjece takoder i broj hidroksilnih skupina prisutnih u strukturi. Tako su spojevi 9
I 10 s 3-hidroksibenzilidenskom i 2-hidroksibenzilidenskom skupinom u polozaju 5
rodaninskog prstena pokazali znaajno manje antioksidativne aktivnosti (12,19% DPPH,

10,5% DPPH).
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S ozirom da sintetizirani derivati rodanina prema rezultatima pokazuju antioksidativnu
aktivnost, znacajno bi bilo utvrditi rezultate i drugim, srodnim metodama poput
fosfomolibden metode. Nadalje, potrebno je i dodatno istraziti i obrazloziti uzroke i
mehanizme antioksidativne aktivnosti sintetiziranih derivata rodanina napose ukoliko se
zele implementirati u farmaceutskoj ili prehrambenoj industriji. Pri tome, buduéi da su
rezultati DPPH metode usporedivi jedino u ponovljenim identi¢nim uvjetima, ovise o
vremenu izvodenja reakcija te ne pruzaju informacije o stvarnoj aktivnosti ispitivanih
uzoraka, spojevi koji su pokazali znacajnu aktivnost (5, 7, 8, 12) bi se mogli ispitati i

kromatografskim ili elektrokemijskim metodama (Amorati i Valgimigli 2015).

4.3. Antibakterijska aktivnost sintetiziranih derivata rodanina

Prema dosadas$njim istrazivanjima, benzilidenski derivati rodanina (Slika 21) inhibiraju
aktivnost bakterijskog enzima MurC sintetaze, NADPH ovisne reduktaze koja sudjeluje u
biosintezi peptidoglikana koji je osnovna komponenta stani¢nih stjenki i Gram-negativnih i
Gram-pozitivnih bakterija. Nadalje, nitrobenzilidenski rodanini inhibirajui hidroliticki
enzim f-laktamazu. Raznolikost pojavnosti ovog enzima uzrok je bakterijske rezistentnosti

u odnosu na S-laktamske antibiotike (Tomasi¢ i Masi¢ 2009).

0N

Q.

Cl
Slika 21: Primjeri benzilidenskih rodanina koji inhibiraju MurC sintetazu

(preuzeto i prilagodeno prema Tomasi¢ i Masi¢ 2009)

Ispitivanje in vitro antibakterijske aktivnosti sintetiziranih spojeva provedeno je metodom
razrjedivanja bujona uz odredivanje MIC vrijednosti. Rezultati su izrazeni u pg/mil
(Tablica 4). Antimikrobna aktivnost sintetiziranih spojeva je ispitivana u odnosu na 2
Gram-pozitivne (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) i 2 Gram-negativne bakterijske
vrste (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa). Kao standard je koriSten antibiotik
amikacin sulfat pri ¢emu svi ispitivani uzorci pokazuju manju antibakterijsku aktivnost u
odnosu na standard. Medu ispitivanim spojevima, Spoj 13 je pokazao znacajnu
antibakterijsku aktivnost u odnosu na vrstu B. subtilis (MIC<32 ug/ml) $to potvrduje da su
derivati rodanina koji sadrze u strukturi nitro-funkcionalnu skupinu potencijalna

antimikrobna sredstva (Tomasi¢ i Masi¢ 2009).
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Nadalje, spojevi 5, 6 i 8 su pokazali umjerenu antibakterijsku aktivnost (32<MIC<64
ng/ml) takoder u odnosu na istu bakterijsku vrstu. Preostale bakterijske vrste su pokazale
najvecu rezistentnost prema spoju 2 (MIC>128 ug/ml), medutim vrsta B. subtilis je i u

slucaju ovog spoja najosjetljivija (MIC<128 pg/ml).

5-supstituirani derivati rodanin-3-karboksilnih kiselina (Tejchman i sur. 2017), derivati
rodanina s kinolinskom jezgrom (Guo i sur. 2013), fenil-furanil-rodanini (Gualtieri i sur.
2006), sukladno rezultatima ovog istrazivanja, takoder pokazuju izrazeniju antibakterijsku
aktivnost spram Gram-pozitivnih u odnosu na Gram-negativne bakterije. Nadalje,
istrazivanja koja su proveli Zvarec i sur. (2012) upucuju na veéu osjetljivost vrste B.
subtilis na derivate rodanina u odnosu na druge Gram-pozitivne vrste poput
Staphylococcus aureus i Staphylococcus epidermidis, $to je utvrdeno i u ovom radu.
Preostali spojevi ispitivani u ovom radu su pokazali blagu antibakterijsku aktivnost u

odnosu na sve ispitivane bakterijske vrste (64<MIC<128 pg/ml).

Razli¢iti ¢imbenici utje€u na rezultate MIC-a stoga bi se istrazvanje moglo nastaviti
ispitivanjem razli¢itih vremena inkubacije te s razli¢itim metodama priprave ili razli¢itih
veli¢ina inokuluma (Balouiri i sur. 2016). Takoder, s obzirom da rezultati upucuju na veéu
osjetljivost Gram-pozitivnih vrsta na derivate rodanina, u istrazivanja bi bilo pozeljno

ukljuciti i dadatan broj istih.

Uz to, iako MIC metoda svrstava testirane organizme kao osjetljive, srednje osjetljive ili
otporne u odnosu na testirana antimikrobna sredstva, vrijednosti MIC-a ne daju nikakve
naznake je i mehanizam djelovanja antimikrobnog sredstva baktericidan ili
bakteriostati¢an. Cak i uz poznat mehanizam djelovanja, vrlo je tesko ili nemogudée
predvidjeti u¢inkovitost ispitivanog spoja in vivo s obzirom na ¢imbenike koji takoder
utjecu na lijeCenje poput mehanizama obrane bolesnika, same bolesti ili drugih lijekova

(Balouiri i sur. 2016; Wiegand i sur. 2008).
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5. Zakljucci

Nakon

provedenog istrazivanja, u okviru ovog diplomskog rada mogu se izvesti

sljedeci zakljucci:

Primijenjeno eutekticko otapalo kolin-klorid/urea (1:2) je pogodno za
sintezu derivata rodanina Knoevenagelovom kondenzacijom s razli¢ito
supstituiranim aromatskim aldehidima.

Uspjesno je sintetizirano 13 spojeva u relativno kratkom vremenu i bez
uporabe Kkatalizatora u ekoloski prihvatljivim uvjetima.

Spojevi 5, 7, 8 i 12 prema rezultatima pokazuju znacajnu antioksidativnu
aktivnost.

V/rsta, polozaj i broj vezanihsupstituenata na fenilnom prstenu benzilidenske
skupine utjecu na antioksidativnu aktivnosti sintetiziranih derivata.

Spojevi 5, 6, 8 i 13 pokazuju znacajnu antibakterijsku aktivnost.

Medu ispitivanim bakterijskim vrstama, vrsta B. subtilis pokazuje najvecu

osjetljivost u odnosu na sintetizirane kemijske spojeve.
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6. Metodicki dio

6.1. Priprema za nastavni sat za 1. razred srednje Skole (gimnazijski program)

Ime i prezime nastavnika Skola Datum
Marijana Ivkié Srednja $kola (gimnazijski program)

Nastavna jedinica /tema Razred
Prokariotske stanice — genetika, fiziologija, znacenje 1. razred

Temeljni koncepti

geneticka rekombinacija, pohrana i pretvorbe energije,

znanstvena metodologija
Cilj nastavnog sata (nastavne teme)

Objasniti kako se karakteristicni bakterijski mehanizmi geneticke rekombinacije i raznolike moguénosti

Kljuéni pojmovi

bakterioklorofil, bakteriologija

metaboliziranja tvari uporabljuju u mikrobioloske svrhe te u svakodnevnom Zivotu.

Ishodi uc¢enja

konjugacija, transdukcija, endospora,

1. Objasniti razli¢ite nacine izmjene gena u bakterija

2. Navesti razlicite nacine sinteze i metaboliziranja tvari u bakterija
3. Objasniti znacaj razvoja bakteriologije za svakodnevni Zivot

Br.| Razrada ishoda nastavne jedinice

1.

1.1

1.2.

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

3.1.

3.2

Navesti konjugaciju,
transformaciju i transdukciju
kao mehanizme geneticke
rekombinacije.

Objasniti ulogu bakterijskih
endospora u nepovoljnim
zivotnim uvjetima.

Objasniti razliku izmedu foto-
i kemoautotrofije.

Navesti bakterioklorofil kao
fotosintetski pigmet u bakterija.
Navesti saprofitske, parazitske i
simbiontske bakterije kao
primjere heterotrofnih
organizama.

Navesti aerobno disanje i
vrenje kao mehanizme
metaboliziranja organske tvari.
Navesti kako su

Leeuwenhoek, Pasteur i

Koch doprinijeli razvoju
bakteriologije.

Objasniti kako ¢ovjek koristi
geneticku rekombinaciju za
lijecenje bolesti.

Zadatak/ primjer kljuc¢nih pitanja za provjeru
ostvarenosti ishoda

Zasto se konjugacija ne moze smatrati spolnim
oblikom razmnozavanja?
Koji organizmi mogu sudjelovati u geneti¢koj
rekombinaciji bakterija?
Navedi 3 vrste nepovoljnih uvjeta koje bakterija u
endospori moze prezivjeti!

Odakle dolazi energija koju koriste kemoautotrofi
za sintezu organskih spojeva?

Koji organizmi mogu provoditi proces fotosinteze i
koji su produkti tih procesa?

Objasni razliku izmedu parazitskih i simbiontskih
bakterija.

Sto ¢ée se dogoditi ukoliko se E. coli nade izvan
probavnog sustava u ljudskom tijelu?

Sto sve moze nastati kao produkt bakterijskog
metabolizma i kako ti produkti mogu djelovati na
domadare bakterija?

Zasto svaka hranjiva podloga nije pogodna za rast i
razvoj svake bakterijske vrste?

Zasto su prilikom nasadivanja bakterija u
laboratoriju potrebni sterilni uvjeti?

Objasni pojam ,,programiranja‘“ bakterija i navedi
jedan primjer njegove uporabe u medicini.

Kognitivna razina (KR): L reprodukcija, II. konceptualno razumijevanje i primjena znanja, III. rjeSavanje problema
Procjena uspjesnosti u¢enja (PU): — odgovara manje od 5 ucenika, +/- odgovara otprilike polovina u¢enika, + odgovara ve¢ina u¢enika

=X

PU
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Tijek nastavnog sata

Tip sata

STRUKTURNI
ELEMENT
NASTAVNOG
SATA

Uvodni
dio

SredisSnji
dio

Zavrs$ni
dio

Sat obrade novih nastavnih sadrzaja Trajanj

DOMINANTNA AKTIVNOST

N = Uvodi u temu kroz poticanje razgovora o cijepljenju u osnovnoj
skoli te prilaze fotografiju iskaznice cijepljenja (Prilog 1).

U = Razgovaraju s nastavnikom.

N = Povezuje ,,druZzenje bakterija s ¢ovjekom s ,,druZzenjem® bakterija
medusobno te objasnjava mehanizme konjugacije, transformacije i
transdukcije.

N = Provjerava jesu li ucenici usvojili nove pojmove postavljanjem
pitanja za provjeru ostvarenosti ishoda (Zasto se konjugacija ne
moze smatrati spolnim oblikom razmnoZzavanja?).

N = Pomoc¢u racunala projicira video (Web 3) i ispituje ucenike $to
video prikazuje.

U = Odgovaraju na pitanja, prate animaciju (Web 3) i zapisuju
najvaznije informacije.

N = Razgovorom o povoljnim i nepovoljnim uvjetima objasnjava
ulogu bakterijske endospore.

U = Odgovaraju ha postavljena pitanja (Koje nepovoljne uvjete
poznaju?) i zapisuju najvaznije.

N = Pitanjima poti¢e razgovor o prethodno steCenim znanjima o
autotrofnim i heterotrofnim organizmima (Navedi primjer
organizma i navedi na koji se nacin hrani. Koji organizmi mogu
provoditi proces fotosinteze i navedi produkte tih procesa? Odakle
dolazi energija koju koriste kemoautotrofi zasintezu organskih
spojeva?)

U = Razgovaraju s nastavnikom.

N = Objasnjava nove pojmove (bakterioklorofil, saprofitske,
parazitske i simbiontske bakterije) i provjerava usvojenost sadrzaja
pitanjima (Sto ¢e se dogoditi ukoliko se E. coli nade izvan
probavnog sustava u ljudskom tijelu? Objasni razliku izmedu
parazitskih i simbiontskih bakterija.).

U = Odgovaraju na pitanja te medusobno usporeduju odgovore.
Zapisuju najvaznije.

N = Razgovorom s u¢enicima povezuje oblike ,,prehrane* u bakterija s
uzgojem na hranjivim podlogama. Dijeli u¢enike u 3 grupe i dijeli
radne listi¢e sa zadatcima (Prilog 2).

U = Razgovaraju s nastavnikom i izvr§avaju zadani zadatak: izlijevaju
hranjivu podlogu u Petrijeve zdjelice (2 u svakoj grupi) i, ovisno
kojoj grupi pripadaju, ,,nasaduju* kosu, slinu i stanice koze.
(Kvalitativno ocitanje rezultata sljedeéi nastavni sat.)

U = Ispunjavaju radne listice.

U = Objasnjava zadatak - svaka grupa ¢e uz pomoc¢ udzbenika navesti
doprinos Leeuwenhoeka(1), Pasteura i Kocha (2) te Fleminga (3)
razvoju bakteriologije.

U = Svaka grupa izlaze svoje uratke. Zatvaraju knjige i biljeznice.

N = Slucajnim odabirom bira ucenike koji ¢e na plocu napisati
najvaznije informacije iz izloZzenog grupnog rada.

N = Navodi dosege i uloge dana$nje bakteriologije i kao primjer
navodi koriStenja bakterija u sintezi inzulina. Provjerava
usvojenost sadrzaja postavljanjem pitanja (Sto je to
»programiranje* bakterija? Znas li jo§ neki primjer osim sinteze

inzulina?).

BR. ISHODA

N

45 minuta

KORISTITIU
1ZVEDBI

o
o

o

sg £
525 4
Ll ¥ %
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:
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Nositelji aktivnosti: N — nastavnik, U - ucenici (dodati i mijenjati uloge ukoliko je potrebno uz svaku aktivnost)

Koristiti u izvedbi: RL — radni listi¢ za u¢enike, UDZ — udZbenik, RB — radna biljeznica, P — plo¢a, PM — prirodni materijal, E —
pokus/eksperiment, MD — model, AP — aplikacija, PP — projekcija prezentacije, V — video zapis, A —animacija, | —igra, IU — igranje
uloga, RS — racunalna simulacija, M — mikroskop, L — lupa, F — fleks kamera, T —tablet, MO — mobitel, OP — organizator paznje, AL -
anketni listic TM - tekstualni materijali (dodati prema potrebi)

Metode: PR — prakti¢ni radovi, D — demonstracija, C — crtanje, | — usmeno izlaganje, R — razgovor, T — rad na tekstu i pisanje

Oblici rada: | — individualno, P —rad u paru, G — grupni rad, F — frontalno

Materijalna priprema

LCD projektor, racunalo, udzbenik, Petrijeve zdjelice, hranjive podloge, 70%-tni alkohol, ubrusi, radni listi¢i

Plan ucenickog zapisa

PROKARIOTSKE STANICE — GENETIKA, FIZIOLOGIJA, ZNACENJE

e geneticka rekombinacija
- konjugacija
- transformacija
- transdukcija

e endospora (nekim bakterijama omogucava prezivljavanje nepovoljnih uvjeta)
e osiguravanje energije (prehrana)
- autotrofija (foto- i kemo-)
*pakterioklorofil
- heterotrofija (saprofiti, paraziti, simbionti)

e Dbakteriologija (Leeuwenhoek, Pasteur, Koch, Fleming)
e ,programiranje bakterija — sinteza inzulina

Prilozi

Prilog 1. Fotografija iskaznice cijepljenja
Prilog 2. Radni listi¢ ,,Nasadivanje bakterijskih kultura®

Literatura

Matekalo Draganovié, J. (ur) (2006) Od molekule do organizma. Skolska knjiga, Zagreb.

Web 3 - https://www.youtube.com/watch?v=JcU_icricBU
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Prilog 2

Radni listi¢ ,,Nasadivanje bakterijskih kultura“

RADNI LISTIC

NASADIVANJE BAKTERIJSKIH KULTURA

naziv grupe

ime 1 prezime ucenika

Bakterioloska podloga je hranjivi medij koji svojim sastavom omoguéuje rast bakterija. Njihova
osnhovna namjena je uzgoj bakterija u laboratorijskim uvjetima, a radi upoznavanja biokemijskih osobina,
dijagnosticiranja bolesti, izrade antigena, antibiograma i sli¢no.

1. Odgovori na pitanja!

1.1. Zasto svaka hranjiva podloga nije pogodna za rast i razvoj svake bakterijske vrste?

1.2. Zasto su prilikom nasadivanja bakterija u laboratoriju potrebni sterilni uvjeti?

1.3. Bakterije se mogu ,,hraniti na razli¢ite na¢ine. Sto sve moze nastati kao produkt bakterijskog
metabolizma i kako ti produkti mogu djelovati na domadare bakterija?

2. Nasadivanje ,,kultura*

Zadatak: Nasadite uzorak prema nazivu grupe.
Ocitajte rezultate kvalitativno sljede¢i nastavni sat te nacrtajte dobiveni uzorak bakterija.

Postupak:

1. Prebrisite radnu povrsinu ubrusom natopljenim 70%-tnim etanolom.

2. Oznacite Petrijeve zdjelice na vanjskoj strani dna s oznakom grupe i inicijalima. U sterilne Petrijeve
zdjelice ulijte pripremljenu hranjivu podlogu. Poklopite. Ostavite da se podloga skrutne.

3. Pripremljenu ¢vrstu hranjivu podlogu u Petrijevoj zdjelici nasadite.

4. Nacrtaj dobiveni uzorak bakterija!



