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SAZETAK:

Kumarin je kemijski spoj koji se moze izolirati iz velikog broja biljaka i Siroko je rasprostranjen
u prirodi. Kumarin i njegovi derivati pokazuju niz bioloskih aktivnosti, medutim njegova
upotreba je ograni¢ena. Kao model proucavanja toksi¢nosti kumarina vrlo ¢esto su se
koristili Stakori, ali novija istrazivanja pokazuju da je metabolizam, a samim time i Stetnost

kumarina, kod ljudi i Stakora razlicita.

Kljuéne rijeci: kumarin, metabolizam, toksi¢nost, bioloska aktivnost.

Summary

Coumarin is a chemical compound that can be isolated from a number of plants and is
widely spread in nature. Coumarin and it's derivatives show a lot of biological activities,
however its use is limited. As models in the studies of toxicity of coumarin rats were often
used, but newest research show that the metabolism, and with that the harmfulness of

coumarin, is different in people and rats.

Key words: coumarin, metabolism, toxicity, biological activity.



1.0PCI DIO

1.1 Struktura i primjena kumarina

Kumarini su Siroko rasprostranjeni sastojaci u biljnom svijetu, osim $to daju miris
mnogim biljkama, pronadeni su i u produktima metabolizma mikroorganizama i Zivotinja.

Kumarin je bezbojan kristalni organski spoj, op¢e formule CoHgO,.

AN

SLIKA 1. Struktura kumarina

Prisutnost kumarinskih derivata u biljkama je vrlo Cesta, a mnoge od tih biljaka se
upotrebljavaju u tradicionalnoj medicini od davnina (Cavar i sur., 2009; Mata i sur.
1987;1988). Prvi je put kumarin izoliran iz plodova tropskog drveta Dipteryx odorata L. iz

porodice mahunarki (Fabaceae).

SLIKA 2. Stablo i plodovi biljke Dipteryx odorata L



Kumarin je prvi put identificiran 1820. godine. Prirodni je sastojak biljaka kao Sto su:
djetelina, trava, lavanda, cimet, te raznog voca kao $to su: jagode, kajsije i viSnje, ali se u
danasnje vrijeme mozZe proizvesti i sintetskim putem. Kumarine nalazimo u vecoj koli¢ini u
nekim eteri¢nim uljima, osobito ulju cimeta (7,000 ,,m), ulju lista kineskog cimeta (kasije) (do
83,300 ppm) (Lacy i OKennedy, 2004) i lavandinom (Lavandula latifolia, Lavandula stoechas,
Lavandula angustifolia) (Guyot-Declerck i sur., 2002; Shimizu i sur., 1990) ulju. Kumarine u
prirodi najviSe nalazimo u biljkama porodice Rutaceae i Umbelliferae (Lacy i OKennedy,
2004).

Imaju specifican miris na pokosSenu travu ili sijeno u Cistoj kristalnoj formi imaju blagi okus
vanilije (Liu i sur., 2010). S obzirom da na kumarinskom prstenu postoji 6 polozZaja na kojima
se moze vrsiti supstitucija, poznato je mnostvo razli¢itih derivata kumarina, bilo sintetskih ili

prirodnih, a takva strukturna raznolikost uzrok je mnostvu razli¢itih bioloskih aktivnosti.

Kumarin se koristi kao sredstvo za fiksiranje i pojacavanje mirisa u parfemima i dodaje se
sapunu i detergentima, pasti za zube, duhanskim proizvodima i nekim alkoholnim pi¢ima
(Lake, 1999), koriste se kao zasladiva¢, dodatak hrani u kombinaciji s vanilom (Tyagi i sur.,

2005)

Sadrzaj kumarina u kozmetickim proizvodima reguliran je zakonom EU (European
Commission, 1976), koji zahtjeva oznacavanje na proizvodima ukoliko je kumarin prisutan u
koli¢ini vecoj od 10 ,,m u proizvodima koji se zadrZavaju na kozi i 100 ,,m u proizvodima koji
se ispiru sa koze. Kumarin se koristi kao aditiv u parfemima i mirisnim proizvodima u
koncetracijama od 0,5 % do 6,4 % i manje od 0,01 % u detergentima (European Commission,
2006). Kumarin u mnogim zemljama od 20-og stolje¢a zabranjen kao dodatak hrani jer je
umjereno toksi¢an za jertu i bubrege. lako je zabranjen kao dodatak hrani, dozvoljena je
upotreba aditiva koji ga sadrze, ali samo alkoholnim pi¢ima (Maiwein-vino s lazarkinjom;
Zubrowka (votka sa dodatkom bizonske trave)) (Raters i Matissek, 2008). Maksimalno
dopustena koli¢ina kumarina u hrani i nealkoholnim pi¢ima u Hrvatskoj propisana je
Pravilnikom o aromama (Ministarstvo zdravstva i socijalne skrbi RH, 2010), koji je uskladen
sa novom uredbom Europskog vije¢a 1334/2008 (European Commission, 2008), i iznosi 5
mg/kg za deserte, 15 mg/kg za fine pekarske proizvode (osim tradicionalnih pekarskih
proizvoda s cimetom, koji je naveden na deklaraciji), 20 mg/kg za Zitarice za dorucak i 50
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mg/kg za tradicionalne pekarske proizvode s cimetom, koji je naveden na deklaraciji. Do
uskladivanja s novom uredbom Europskog vije¢a 1334/2008, u Hrvatskoj su propisi dopustali
razinu kumarina u hrani do 2 mg/kg s izuzetkom alkoholnih pic¢a i karamela (do 10 mg/kg) te
guma za zvakanje (50 mg/kg). Novom Uredbom ove su vrijednosti visestruko povecane, pa se
za vecinu namirnica krec¢u izmedu 5 i 20 mg/kg do ¢ak 50 mg/kg za novouvedenu kategoriju
tradicionalnih pekarskih proizvoda s cimetom, koji je naveden na deklaraciji. Vecina
proizvoda koji nisu odgovarali u pogledu udjela kumarina odredbama Pravilnika o aromama,

udovoljava novim zahtjevima (Papic, 2009).

Najpoznatiji derivati kumarina su dikumarol i varfarin.Dikumarol se dobiva djelovanjem
formaldehoda na 4-hidroksikumarin. Inhibitor je vitamin K i kao takav koristi se kao lijek kod
pojave krvnih ugrusaka i u oftamologiji, kod lijeCenja poviSenog ocnog tlaka, jer svojim

antikoagulativnim svojstvima poboljSava cirkulaciju u kapilarnim mrezama (Horpurgo, 1951).

Dikumarol
@)
OH
AN
O 0O .
Varfarin



2.Kemijska svojstva kumarina i hidroksikumarina

2.1.Kemijska svojstva kumarina

Kumarin se sastoji od kondezirane benzenske jezgre s heterociklickim a-pironskim prstenom.
Karbonilna skupina i 3,4-dvostruke veze zasluzni za svojstva i reaktivnost pironskog prstena.
S obzirom da kumarini imaju benzenski prsten za njih je karakteristicna reakcija supstitucije.
Derivati kumarina su znatno manje aromati¢ni od benzena dok kumarin posjeduje 40%-tnu
aromati¢nost benzena. ProSirenje sustava konjugiranih dvostrukih veza na bocni lanac
dovest ¢e do aromatizacije kumarinskog sustava i potpune stabilizacije. Taj slu¢aj imamo kod

varfarina.

Kemijska struktura:
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U tablici 1.prikazane su fizikalno-kemijske karakteristike kumarina

Tablica 1. Fizikalno-kemijske karakteristike kumarina

Kumarin
Kemijsko ime (IUPAC) LRl U T
Kemijska formula CgoHgO2
Molarna masa 146.14 g mol
Todka talista i

301°C

Tocka vrelista

Gustoca 0.935¢g/cm > (20°0)




2.2. Podijela kumarina i derivati kumarina
Prirodni kumarini se dijele na:

1. Kumarini, hidrokumarini, i glikozidi (metilozoid)

2. Hidroksi-metoksi-(alkoksi)-i metilenhidroksikumarini
a) s hidroksilinim ili alkoksilnim grupama na benzenskom prstenu
b) s hidroksilinim ili alkoksilnim grupama 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 polozaj 6,7

b) derivati angelicina tj. furokumarini kod kojih je furanska jezgra kondenzirana sa

kumarinom u polozaju 7,8

4. Piranokumarini ili kromeno —a- pironi, koji sadrte prsten 2'.2' — dimetilpirana,
kondenziran sa kumarinom u 5,6 — polozaju ili 7,8 — poloZaju, a sami mogu biti

supstituirani u benzenskom prstenu ili nekoj od heterociklickih jezgara.

5. 3,4 — Benzokumarini

6. Kumarini sa benzofuranskim prstenom kondenziranim sa kumarinom u 3,4 — poloZaju

(kumestrol)



7. SloZeniji spojevi u kojima dolazi kumarinski sistem (novobiocin, aflatoksini).

2.3.Kemijska svojstva hidroksikumarina

Kumarini  koji u svojoj strukturi sadrze hidroksilnu skupinu nazivamo
hidroksikumarinima. Hidroksilna skupina moZe biti smjeStena na pironskom i benzenskom
prstenu. Kod hidroksikumarina a-pironski prsten ulazi u reakcije supstitucije pod blagim
uvjetima, stvarajuéi 3-supstituirane hidroksikumarine, jer je benzenski prsten s
hidroksikumarinima manje reaktivan od benzenskog prstena derivata benzena. U
nepolarnim i neutralnim otopinama ravnoteza je pomaknuta u stranu laktonskog oblika, a to
je vidljivo iz manje energije rezonancije hidroksikumarina u keto-obliku u odnosu na
laktonski oblik. Takoder se moZe uociti da je razlika u energiji kod 4-hidroksikumarina
minimalna, pa je kod njega tautomerija najvjerojatnija. Kiselost hidroksikumarina ovisi o
gustodi elektrona na atomima ugljika i kisika. Sto je manja gustoca elektrona na atomu kisika,
lakSe se odcjepljuje proton i spoj ima vecu kiselost. Najkiselija svojstva ima 4-

hidroksikumarin.

2.4.Biolosko djelovanje kumarina.

Kumarini su poput drugih flavonoida i polifenolnih spojeva, snazni antioksidansi kako u
hidrofilnom tako i u lipofilnom okolisu (Alves i sur, 1993). Karakterizira ih raznolika bioloska
aktivnost koja uklju¢uje dokazano antikoagulacijsko, estrogeno, dermalno fotosenzitirajuce,
antimikrobno, vazodilatacijsko, moluskicidno (ubijanje mekusaca) djelovanje, djeluju kao
antihelmintici (paraziti, crvi (helminti) u Zivim organizmima, naj¢eS¢e probavnom sustavu),
sedativi i hipnotici, a pokazuju i analgetsko i hipotermicko djelovanje. Neki od kumarina
mogu uzrokovati znacajne promjene u regulaciji imunoloskog odgovora, rastu stanica i
diferencijaciji (Lacy i O’Kennedy, 2004). Kumarini se nalaze u Sirokoj primjeni kao snazni
terapijski agensi u lije¢enju koagulacijskih bolesti tako da sudjeluju u kontroli nekih serinskih
proteaza, no mehanizam protuplanog djelovanja kumarina jo$ uvijek nije u potpunosti

razjasnjen (Alves i sur, 19).



2.5. Antioksidacijska svojstva kumarina i derivata kumarina

Biljni ekstrakti koji sadrZe derivate kumarina su se u povijesti ¢esto koristili kao biljni lijekovi.
Kumarini su vrlo aktivni spojevi pa tako kumarini s fenolnim hidroksilnim skupinama
pokazuju sposobnost hvatanja slobodnih radikala (Ca¢i¢ i Molnar, 2010a; Caci¢ i sur., 2010b;
Caci¢ 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 dusikovih vrsta (RNS) i na taj nacin djeluju kao antioksidansi, Sto ukljucuje niz razlicitih
molekularnih djelovanja i vjerojatno je povezano s njihovom strukturnom slicnoséu s
flavonoidima i benzofenonima (Cavar i sur.,, 2009). 7-Hidroksikumarin je prirodni
benzopiron, ljudski metabolit i ima vaznu ulogu kao antioksidans u ljudskoj prehrani (voce i
povrée) (Farshori i sur., 2011). Za 7-hidroksikumarin i njegove derivate nadeno je da im je
mehanizam djelovanja povezan s aktivacijom mitogenom aktiviranih proteinskih kinaza ERK1

i ERK2. 7-Hidroksikumarin inhibira relaksaciju DNA koju katalizira topoizomeraza.

2.6. Antikancerogeno djelovanje

Dosadasnjim studijama u kojima su ispitivani protutumorski ucinci 7-hidroksikumarina i
njegovih derivata, kao i 4-tiazolidinona i njegovih derivata nadeno je da su oni snazni i
selektivni antiproliferativni agensi za brojne karcinome Covjeka. Djeluju tako da aktiviraju
signalne puteve u stanici koji su povezani sa stanicnom diferencijacijom i apoptozom (Lyons i
Clarke, 1997). Kumarin i 7-hidroksikumarin inhibiraju proliferaciju mnostva humanih
stani¢nih linija in vitro, a pokazuju i aktivnost protiv nekoliko Zivotinjskih tumora. Prema
istrazivanjima, konzumacija namirnica koje sadrze kumarin pruza odredenu zastitu od
inicijacije hepatokarcinogeneze uzrokovane aflatoksinom B1 u Stakora (Kostova, 2005).
Kumarin i njegovi metaboliti pokazuju antitumorsku aktivhost na nekoliko linija stanica
tumora kod ljudi, pokazali su se kao inhibitori stani¢ne proliferacije kod stanica Zelu¢anog
karcinoma, a vec je dokazana aktivnost kumarina protiv raka prostate, malignog melanoma i
metastatskog renalnog stani¢nog karcinoma (Kostova, 2005). Osim $to se mogu koristiti u
lijecenju raka, kumarini se mogu koristiti i u tretmanima ublaZzavanja nuspojava izazvanih
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radioterapijom (Ramesh i Pugalendi, 2005). Kumarini bi takoder mogli naéi primjenu u

lijeCenju karcinoma bubreznih stanica i kao dodatna kemijska terapija za melanom (Lacy i O

’Kennedy, 2004).

Tablica 1. BioloSko djelovanje kumarina i derivata kumarina

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); O'Keneddy i Thornes (1997)

Antioksidacijska svojstva

Caci¢ i Molnar (2010a); Caci¢ i sur. (2010b);
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Caci¢

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)

O'Keneddy i Thornes (1997

Estrogensko djelovanje

O'Keneddy i Thornes (1997)

Hipnoticki ucinak

O'Keneddy i Thornes (1997)

Hipotermalno djelovanj

O'Keneddy i Thornes (1997)

Hipolipidemicko djelovanje

Huang i sur. (1993)

Imunostimulacijsko djelovanje

Sardari i sur. (2000)

Imunosupresivno djelovanje Sardari i sur.

(2000)

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)
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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)

3. Upotreba u medicini i protuupalna svojstva

Kumarini takoder pokazuju sposobnost aktivacije makrofaga, pa postoji moguc¢nost uporabe
u tretmanima edema (Shi i Zhou, 2011), osobito jer se kumarin pokazao dobrim u smanjenju
oteklina nakon razlicitih trauma i bolesti, kod ljudi i Zivotinja (Hoult i Paya, 1996). Rezultati su
pokazali da kombinacija kumarina i trokserutina ima povoljan ucinak u lijeenju upale
Zlijezde slinovnice i mukozitisa (upala sluznice usne Supljine). Zasad su neki kumarini, kao
varfarin, acenokumarol, armilarizin A, himekromon i karbokromen odobreni za klini¢ku
upotrebu (Shi i Zhou, 2011). Eskulin je derivat kumarina koji se koristi u medicini, kao
komponenta lijeka Proctosedyla, za tretiranje hemoroida i rektalnih lezija (Stewart, 2010).
Novobiocin i klorobiocin su antibiotici prirodnog porijekla na bazi kumarina (Borges i sur.,
2005) koji se ubrajaju u hidroksilirane kumarine (Farshori i sur., 2011), a inhibiraju DNA

girazu i pokazuju Siroki spektar aktivnosti prema Gram pozitivnim bakterijama.

4.Metabolizam kumarina

Kumarin se moZe metabolizirati hidroksilacijom na svih Sest dostupnih polozaja (3, 4, 5, 6, 7,
8) i pritom dati 3-, 4-, 5-, 6-, 7- i 8-hidroksikumarine. Dva vazna puta metabolizma kumarina
su 7-hidroksilacija i metabolizam laktonskog prstena, koji ukljuCuje otvaranje prstena i

otpustanje ugljikovog atoma 2, pri ¢emu nastaje ugljikov dioksid. Kod vecine ljudi kumarin se
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brzo apsorbira i metabolizira jetrenim CYP2A6 (citokrom P450 2A6 je enzim koji pokazuje
aktivnost 7-hidroksilaze kumarina) do 7-hidroksikumarina, koji se izlucuje u urinu kao
glukuronid i sulfatni konjugati. Dostupni podaci potvrduju da kumarin nije genotoksic¢an
(Lake, 1999). Za razliku od Stakora i miSeva, kod kojih veée doze kumarina mogu uzrokovati
toksi¢nost i karcinogenezu, toksi¢nost za ljude nije dokazana. Relativna otpornost jetre i/ili
hepatocita ljudi i cynomolgus majmuna na toksi¢nost kumarina se povezuje sa 7-
hidroksilacijom, osnovnim metabolickim putem kumarina kod ovih vrsta, koji je u biti
detoksifikacija. Kod Stakora se hepatotoksicnost ove vrste pripisuje izluCivanju metabolita
kumarina u zZuc, Sto moZe rezultirati enterohepatickom cirkulacijom koja povecava izloZzenost
jetrenih stanica toksicnim metabolitima kumarina. Vrijeme poluraspada (half-life) za
eliminaciju kumarina je oko 1-2 sata (Lake, 1999), a bioraspoloZivost kumarina u ljudskom
organizmu je samo oko 1-5 % (Hoult i Paya, 1996). Mala izloZenost kumarinima iz prehrane i
odredenih kozmetickih proizvoda ne bi trebala izazvati hepatotoksi¢nost, c¢ak niti u
pojedinaca sa smanjenom aktivnoséu 7-hidroksilaze (Lacy i O’Kennedy, 2004). Kod Stakora je,
za razliku od ljudi, dominirajuca reakcija 3,4-epoksidacija pri ¢emu je glavni metabolit
jetrenih mikrosoma o-HPA, koji se povezuje s akutnom pluénom toksicnoséu i pluénim
tumorima kod misSeva, dok je glavni urinarni metabolit o-HPAA (EFSA, 2004). Usporedba

njegovih derivata, dok su humani hepatociti najotporniji (Kostova, 2005).
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5.ZAKLJUCAK:

Kumarini su prirodni heterociklicki spojevi s ugodnim i osebujnim mirisom donekle topljivi u
alkoholu, netopivi u vodi, tt 67 °. Odlikuje ih Siroki spektar bioloSkih aktivnosti, ovisno o
supstituentima na osnovnom prstenu samog kumarina. Mogucée ih je naéi u mnogim
biljkama, ukljucujuéi i cimet, po mogucénosti glikozidna veza. Kumarin je zabranjen kao
dodatak hrani, a njegova maksimalno dopustena koncetracija u namirnicama propisana je
zakonima. Znacajne koli¢ine kumarina smatraju se Stetnim, posebno za jetru, a vlasti u
mnogim zemljama preporucuju ograni¢ava dnevni unos od 0,1 mg po kg tjelesne teZine.
Umjereno koristenje cimeta smanjuje rizik, ali FSA odreduje ogranicenja ukljuc¢ujuci i malu

djecu. U narodnoj medicini kumarin se koristi kao antikoagulans i sr¢ani tonik.
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