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1. Uvod

Ocuvanje kvalitete namirnica tijekom procesiranja i skladistenja, kao i povecanje
njihove trajnosti, jedan je od imperativa danasnjice. Brojni su uzroci gubitka nutritivnih i
organoleptickih svojstava namirnica tijekom njihove obrade i skladiStenja, medu kojima valja
izdvojiti kvarenje namirnica uzrokovano plijesnima i gubitak nutritivnih svojstava uzrokovan

slobodnim radikalima.

Plijesni su jedan od glavnih uzroka mikrobioloSkog kvarenja hrane i inhibicija njihovog
rasta je i dalje u ZariStu zanimanja znanstvene zajednice. Osim $to rast mikroorganizama
narusava estetski izgled namirnica, njihova prisutnost mozZe biti uzrokom brojnih
zdravstvenih problema kod ljudi. Naime, udisanje spora i fragmenata hifa plijesni moze
uzrokovati alergije, infekcije i razna toksi¢na oboljenja, ovisno o vrsti plijesni, izlozenosti i
opéem zdravstvenom stanju osobe. Takoder, izloZzenost mikotoksinima putem hrane za ljude
i Zivotinje moZe rezultirati pojavom brojnih oboljenja, koja se jednim imenom nazivaju

mikotoksikoze (Richard, 2007.).

Poznato je mnostvo antifungalnih spojeva biljnog podrijetla, koji mogu biti sastavni dio
biljke ili ih biljka proizvodi samo u odredenim uvjetima. Kumarini, koji u svojoj strukturi
sadrZze kondenzirani benzenski i pironski prsten, medu najées¢im su sekundarnim
metabolitima zelenih biljaka (Vukovi¢ i sur., 2010.) i ¢ine vaznu skupinu niskomolekularnih
fenolnih spojeva (Lin i sur., 2008.). Zbog raznolikosti u bioloSkim svojstvima, kumarini vec
godinama privla¢e pazinju brojnih znanstvenika (Malhotra i sur., 2008.), pa tako mnostvo
istraZivanja potvrduje antimikrobnu aktivnost kumarina, kako na gram pozitivhe i gram

negativne bakterije (Basile i sur., 2009.), tako i na plijesni (Radulovié i sur., 2006.).

Primjerice, angelicinu izoliranom iz Diplotaenie damavandice ili ostolu iz susenog ploda
Cnidium monnieria, dokazano je antifungalno djelovanje na nizu fitopatogenih plijesni
(Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Colletotrichum musae, Fusarium graminearum,

Phytophora capsici, Sclerotinia sclerotiorum) (Sardari i sur., 1999.; Shi i sur., 2008.).

Kumarine karakterizira i prisutnost stiril karbonilne skupine koja se pokazala kao vazan
¢imbenik u hvatanju reaktivnih kisikovih vrsta, pa tako kumarini mogu doprinijeti smanjenju
oksidativnhog osStecenja uzrokovanog slobodnim radikalima (Fylaktakidou i sur., 2004.).

Autooksidacija lipida je lancana reakcija, a slobodni radikali nastali oksidacijom lipida
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naruSavaju kvalitetu namirnica promjenom okusa, teksture, boje i nutritivne vrijednosti

tijekom prerade i skladistenja (Yeo i sur., 2010.).

Primjenom antioksidacijskih sredstava bi se takoder moglo posredno utjecati na
biosintezu mikotoksina, jer je utvrdeno da povecane razine ROS-ova mogu potaknuti njihovu

produkciju (Reverberi i sur., 2010.).

Prema dosadasnjim istraZzivanjima vrlo je Cesta pojava rezistentnosti patogena na
razliita, ve¢ postojeca, antimikrobna sredstva (Radulovi¢ i sur., 2006.), a zbog brze
prilagodljivosti fungalnih patogena i razvijanja otpornosti prema konvencionalnim
sredstvima, potreba za razvojem novih, ucinkovitijih antifungalnih sredstava je velika (Soltani

i sur., 2009.).

Modifikacijama vec postojeéih kemijskih struktura mogudée je sintetizirati spojeve s
poboljSanom aktivnos¢u i smanjenom toksi¢noScu, koji se mogu koristiti kao antifungalna
sredstva ili u proucavanju povezanosti strukture i bioloSkih svojstava antifungalnih sredstava

u potrazi za novim spojevima sa slicnom ili poboljSanom aktivnoscu.
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2.1. KEMUA 1 1ZVORI KUMARINA

2.1.1. Kumarin

Proucavanje kumarina zapocelo je prije 200 godina, a prvi puta kumarin je izoliran iz
biljke Coumarouna odorata Aube (Dipteryx odorata) 1820. g., po kojoj je i dobio ime (kumaru
je naziv za drvo na jeziku juznoamerickih indijanaca iz Francuske Gvajane) (Ojala, 2001.).
Inae se, umjesto sistematske nomenklature, naziv kumarin danas primjenjuje na sve
derivate koji imaju benzo-a-piron u svojoj strukturi, a trivijalnim imenima se dodaju sufiksi ili
prefiksi ovisno o vrsti supstituenata i njihovom poloZaju na kumarinskoj jezgri (Borges i sur.,

2005).

Kumarin je kemijski spoj koji se nalazi u mnogim biljakama, osobito u tonka
siemenkama, lazarkinji i bizonskoj travi (Liu i sur., 2010.), kao i u gospinoj travi, jagodama,
marelicama, visnji, cimetu, slatkoj djetelini (Aslam i sur., 2010.). Kumarin je poznat po
ugodnom mirisu na vaniliju, koji neki autori karakteriziraju i kao miris na svjeZze pokoseno
sijeno (Liu i sur., 2010.). Na sobnoj je temperaturi kumarin bijela kristalna tvar s to¢kom
taliSta 68 - 71 °C (Rodrigues i sur., 2008.), topiva u etanolu, kloroformu, dietileteru i uljima,

slabo topiva u vodi (Lake, 1999.).

Kumarini pripadaju skupini spojeva koji se nazivaju benzopironi, a sastoje se od
benzenskog prstena kondenziranog s pironskim prstenom, dok se u prirodi nalaze i u

kombinaciji s glikozidima.
Kumarini se mogu se podijeliti u sljedece kategorije (Ojala, 2010.):

e Jednostavni kumarini — hidroksilirani, alkoksilirani i alkilirani derivati kumarina, kao i

njihovi glikozidi (Slika 1).

Slika 1 1) Herniarin Ry,R3,R; = H, R, = OCHg; Il)
Eskuletin R,R, = OH, R3,R; = H; Ill) Eskulin R; = 6-
glukozid, R, = OH, R3,R; = H; IV) Skopoletin R; =
OCHs, R, = OH, R3, R4 = H; V) Izoskopoletin R; = OH,
R, = OCHs, Rs, Rs = H; VI) Umbeliferon Ry, Rs, Rs=H,

R, = OH; VIlI) 8-OAc-6-hidroksi-7-metoksi-4-
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metilokumarin R;= OH, R, = OCH3, R3 = O0CHj5, R4 = CH; (Zolek i sur., 2003)

e Furanokumarini (furokumarini) — prekursor im je umbeliferon (Berenbaum, 1983.), a
sastoje se od peteroclanog furanskog prstena na kumarinskoj jezgri. Dijele se na
linearne (furanski prsten u polozaju 6 i 7) i angularne (furanski prsten u polozaju 7 i
8), s razli¢itim supstitutentima. Linearni furanokumarini su toksic¢niji za polifagne
kukce nego njihovi hidrokumarinski prekursori, jer dvostruka veza u furanskom
prstenu omogucava inaktivaciju DNA ultraljubi¢astim svjetlom, $to nije slu¢aj kod

angularnih furanokumarina (Berenbaum, 1983.).

Slika 2 1X) Bergapten Rs = OCHs, Rg = H; X) Ksantotoksin Rs = H, R¢ =OCH3; XI) Bergamotin

Rs =H, Rg = O\/\(\/\(

Slika 3 Angelicin

e Piranokumarini — analozi furanokumarina, ali sadrze Sesteroclani prsten.

Slika 4 Ksantiletin i seselin
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e Kumarini supstituirani na pironskom prstenu
OH

X

O (0]

Slika 5 4-Hidroksikumarin

S obzirom da na kumarinskom prstenu postoji 6 polozaja 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. Prisutnost
kumarinskih derivata u biljkama je vrlo ¢esta, a mnoge od tih biljaka se upotrebljavaju u

tradicionalnoj medicini od davnina (Cavar i sur., 2009.; Mata i sur. 1987.; 1988.).

Biljke imaju sposobnost sinteze i akumulacije velikog broja primarnih i sekundarnih
metabolita koje same koriste kao zastitu protiv stresa iz okolisa. Upravo ti spojevi ¢ine biljke
korisnima za ljudsku upotrebu, kao zacini, medicinski pripravci, itd. (Ojala, 2001.). Kumarini
se u vecoj koli¢ini nalaze u nekim esencijalnim uljima, osobito ulju cimeta (7 000 ppm), ulju
lista kineskog cimeta (kasije) (do 87 300 ppm) i lavandinom ulju, a takoder i u biljkama kao
Sto je cikorija (Lacy i O'Kennedy, 2004.). Kumarini se u prirodi nalaze kao slobodni ili u obliku
heterozida u mnogim dikotiledonskim obiteljima, ukljucuju¢i Apiaceae (Ammi majus),
Asteraceae (Trilisa odoratissima), Fabiaceae (Melilotus officinalis), Rosaceae (Prunus
mahaleb L.), Rubiaceae (Asperula odorata) i Solanaceae (Atropa belladonna) (Wienmann,
1997.), a najvise u biljkama porodice Rutaceae i Umbelliferae (Lacy i O’Kennedy, 2004.).
Mnoge monokotiledonske biljke, osobito Gramineae i orhideje, takoder sadrze veée koli¢ine
kumarina. lako su raspodjeljeni u svim dijelovima biljke, u najvecoj kolic¢ini se pojavljuju u
plodovima, a u manjim u korijenju, stabljikama i liSéu. Prisutnost u pojedinim dijelovima
bilijke ovisi i o okolnim uvjetima u kojima biljka raste (Lacy i O’Kennedy, 2004.), kao Sto su
odredene sezonske promjene i vremenski uvjeti (Weinmann, 1997.). Distribucija bioloski
aktivnih kumarina u korelaciji je s njihovom sposobnoséu da djeluju kao fitoaleksini tj. oni se
sintetiziraju kao odgovor na traumatsko osSteéenje, kada biljka vene, tijekom bolesti il

suSenja. Uglavnom se akumuliraju na povrsini lis¢a, plodova ili sjemenja i inhibiraju rast i
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sporulaciju fungalnih patogena i djeluju odbijajuée za insekte i druge kopnene

beskraljeznjake (Weinmann, 1997.).

Kumarini se Cesto karakteriziraju kao obrambeni mehanizam biljaka od odredenih
patogenih plijesni (Razavi, 2011.; Kai i sur., 2006.) i mnostvo je primjera koji opisuju
biosintezu kumarina u biljkama kad se one nadu u nepovoljnim uvjetima. Kao primjer moze
se navesti biosinteza umbeliferona, skopoletina i skopolina u tkivu slatkog krumpira prilikom
napada plijesni Fusarium oxysporum na korijen, kao i biosinteza raznih furanokumarina kod
celera i pastrnjaka prilikom inokulacije korijena s plijesni S. sclerotiorum (Razavi, 2011.).
Biosinteza furanokumarina u biljkama se smatra obrambenim mehanizmom biljaka i oni su
tipi¢ni fitoaleksini, (foto)toksi¢ni za mnoStvo organizama, ukljucujuéi bakterije, plijesni,
insekte i sisavce (Stanjek i Boland, 1998.; Deng i Nicholson, 2003.). Biosintezu
furanokumarina mogu inducirati insekti biljojedi, infekcija patogenima, stres izazvan

svjetlo$cu, ¢ak i metil jasmonat koji se prenosi zrakom (Stanjek i Boland, 1998.).

Kod suncokreta se sinteza kumarina takoder inducira kao odgovor na stresne
situacije, bioticke i abioticke, kao i odgovor na manjak nutrijenata, ksenobiozu,
agrokemikalije i biljne metabolite. Sadrzaj kumarina u suncokretu koji raste u optimalnim
uvjetima je vrlo nizak. Zato se njihova prisutnost smatra dobrim pokazateljem stresnih
situacija i takvi se spojevi mogu u vedini slucajeva definirati kao metaboliti stresa. Njihova
sinteza i akumulacija u stanicama ili izlu¢ivanje u okolni medij stiti biljku na nacin da
sprjeCava germinaciju fungalnih spora, korova ili sjemena parazitskih biljaka (prva linija
obrane), inhibira razvoj infektivnih struktura (plijesni, parazitski korov) ili sprjecava invaziju
na tkivo biljke (druga linija obrane) i na taj nacin lokalizira i sprjeCava Sirenje parazita. U
slu€aju insekata kumarini mogu Stetno djelovati nakon ulaska u probavni sustav (Prats-Perez i

sur., 2000.).

Hidroksikumarini su takoder fitoaleksini i vrlo ¢esto se javljaju kao sekundarni
metaboliti u biljnom svijetu (Rutaceae, Solanaceae, Apiaceae). Takoder se akumuliraju u
biljkama pod utjecajem mehani¢kog oSteéenja, oSteéenja izazvanog insektima, fungalnom i
bakterijskom infekcijom. Hidroksikumarini pokazuju razli¢ite bioloSke aktivnosti i doprinose
ocCuvanju biljke, sudjelujuéi u procesu obrane od fitopatogena, odgovoru na abioticki stres,
regulaciji oksidativnog stresa i vrlo vjerojatno hormonskoj regulaciji (Blagbrough i sur.,

2010.). Kumarini inhibiraju regulatore rasta, indol octenu kiselinu, citokinin i gibereline,

8
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prilikom regulacije rasta biljke. Skopoletin kao fitoaleksin se inducira mnogim plijesnima u
listovima Hevea brasiliensis (Euphorbiaceae) i pokazuje antifungalno djelovanje (Blagbrough i
sur., 2010.). Hidroksikumarini pokazuju i biocidna svojstva i imaju ulogu fitoaleksina i

inhibitora klijavosti (germinacije) kod mnogih biljnih vrsta (Berenbaum, 1983.).

Kod nekih biljaka, kao divlja zob, kumarini se iz korijena otpustaju u tlo, gdje
predstavljaju obranu od odredenih Stetnih mikroorganizama. Isto su tako aktivni u

metabolizmu biljaka sudjelujuci u regualciji rasta (Wienmann, 1997.).

Kumarin je potentni rodenticid, Stakori i drugi glodavci ga metaboliziraju do 3,4-
kumarin epoksida, koji je toksi¢an i izaziva unutarnje krvarenje i uginuce. Ljudski organizam

ga metabolizira do 7-hidroksikumarina koji je manje toksican (Raters i Matissek, 2008.).

lako je vecina kumarina izolirana iz viSih biljaka, neki su kumarini nadeni i u
mikroorganizmima, kao novobiocin, kumermicin iz bakterija roda Streptomyces, aflatoksini iz
Aspergillus vrsta. Kumarinski antibiotici kao novobiocin, kumermicin Al i klorobiocin su

potentni inhibitori DNA giraze (Lacy i O’Kennedy, 2004.).

Veliki broj kumarina je izoliran iz razilicitih citrusa (lto i sur., 1988.; 1989.a; 1989.b;
1990.; 1991.; 1993.a3; 1993.b; Ju-Ichi i sur., 1991.; Takemura i sur., 1993.a; 1993.b; 1993.c),
lis¢a biljke Calophyllum brasiliense i kore ploda Mammea americana (Reyes-Chilpa i sur.,
2008.), dok su derivati dimernih kumarina (febalin, tamnozin, todazin) izolirani iz Rutaceaeaq,
a triskumarini iz Daphne mezereum i Daphne oleoides (Borges i sur., 2005.). Skopoletin je
prisutan u mnogim jestivim biljkama i vocu, kao zobi (Avena sativa), poriluku (Allium
ampeloprasum), celeru (Apium graveolens), paprici (Capsicum annuum), feferonima
(Capsicum frutescens), mrkvi (Daucus carota), radi¢u (Cichorium intybus), limunu (Citrus
limon), grejpfrutu (C. paradisi), Sto ukazuje na njegovu nisku toksi¢nost i garantira njegovu
sigurnu uporabu kao antifungalnog sredstva ili sinergista u kombinaciji sa sintetskim ili
prirodnim tvarima, kao Sto je vanilin (Carpinella i sur., 2005.). Skopoletin se nalazi i u
plijesnima, kao i u mnogim biljnim vrstama Zitarica, Compositaea, leguminoza i Solanaceaea,
dok je ajapin pronaden samo u nekim vrstama roda Compositae (suncokret (Helianthus
annuus)), Eupatorium ayapana Vent. i Alomia fastigiata Benth. Prisutnost ajapina se takoder
povezuje s otpornoscu biljaka (duhan i suncokret) na mikrobne patogene (Cabello-Hurtado i

sur., 1998.).
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Prema istrazivanjima Razavija (2011.), odredene biljke roda Rutaceae i Apiaceae
pokazuju fitotoksi¢no djelovanje, a pretpostavlja se da je to zahvaljujudi prisutnosti kumarina
u tim biljkama. Naime, dokazano je da imperatorin smanjuje rast korijena i izdanka zelene
salate u odredenim koncentracijama, dok 7-preniloksikumarin i aurapten u potpunosti
zaustavljaju klijanje zrna, kao i rast korijena i izdanka kod zelene salate. Osim ovih kumarina,

fitotoksi¢nu aktivnost pokazuju i aviprin, ksantiletin i umbeliferon (Razavi, 2011.).

Fraxinus vrste se vrlo Cesto koriste kao protuupalni lijek, kao npr. Cortex fraxini ¢ija je
upotreba kao tradicionalnog antiupalnog pripravka vrlo rasSirena na Tajvanu. Smatra se da
svoja antiupalna svojstva duguje upravo prisutnosti fenolnih kiselina i kumarina, kao $to su
eskulin, eskuletin, fraksin i fraksetin (Wu i sur., 2007.), koji su prisutni i u biljci Fraxius

chinensis (Oleaceae), koja takoder pokazuje znacajna protuupalna svojstva (Lee i sur., 2007.).

Biljka Ayapana, koja se u biljnoj medicini ¢esto koristi kao antitumorski pripravak, je
takoder bogat izvor prirodnih kumarina, a valja izdvojiti ajapin i ajapanin, koji su prvi puta
otkriveni 1930-ih godina te herniarin (7-metoksikumarin). Potonji i njegovi derivati su se
pokazali toksi¢nim za stanice tumora, pa ¢ak i kod tumora koji su rezistentni na mnostvo

lijekova (Kawase i sur., 2005.; Watanabe i sur., 2005.).

Kumarin se koristi kao sredstvo za fiksiranje i pojacavanje u parfemima i dodaje se
sapunu i detergentima, pasti za zube, duhanskim proizvodima i nekim alkoholnim pié¢ima
(Lake, 1999.), koristi se kao zasladiva¢, pojacivac¢ prirodnih ulja kao kod lavande, dodatak
hrani u kombinaciji s vanilinom (Tyagi i sur., 2005.). Velike koli¢ine se koriste kao dodaci gumi
i plastiénim materijalima, kao i u bojama i sprejevima za neutralizaciju neugodnih mirisa

(Lake, 1999.).

Sadrzaj kumarina u kozmetic¢kim proizvodima reguliran je zakonom EU (European
Commission, 1976.), koji zahtijeva oznaCavanje na proizvodima ukoliko je kumarin prisutan u
koli¢ini veéoj od 10 ppm u proizvodima koji se zadrZavaju na kozi i 100 ppm u proizvodima
koji se ispiru s koZe. Kumarin se koristi kao aditiv u parfemima i mirisnim proizvodima u
koncentracijama od 0,5% do 6,4% i manje od 0,01% u detergentima (European Commission,

2006.).

Kumarin c¢esto nalazimo u duhanskim proizvodima i umjetnim nadomjescima za

vaniliju, iako je u mnogim zemljama zabranjen kao dodatak hrani od sredine 20-og stoljeca,

10
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jer je umjereno toksi¢an za jetru i bubrege (LDsp = 275 mg/kg). Kumarin je zabranjen kao
dodatak hrani 1978. g. u SAD-u i kao dodatak cigaretama 1997. g., ali se joS koristi kao
dodatak u duhanu za lule (Raters i Matissek, 2008.). lako je zabranjen kao dodatak hrani,
dozvoljena je upotreba aditiva koji ga sadrze, ali samo alkoholnim pi¢éima (Maiwein-vino s
lazarkinjom; Zubrowka (votka s dodatkom bizonske trave)) (Raters i Matissek, 2008.).
Maksimalno dopustena koli¢éina kumarina u hrani i nealkoholnim pi¢ima u Hrvatskoj
propisana je Pravilnikom o aromama (Ministarstvo zdravstva i socijalne skrbi RH, 2010. ), koji
je uskladen s 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, ukljucujuc¢i muesle, i 50 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 kre¢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. Vec¢ina proizvoda koji nisu odgovarali u pogledu udjela kumarina

odredbama Pravilnika o aromama, udovoljava novim zahtjevima (Papi¢, 2009.)

Za analizu kumarina u cimetu i namirnicama koje sadrze cimet razvijene su mnoge
metode kao npr. tankoslojna kromatografija, GC-MS, HPLC-UV i LC-MS, ali su se neke metode
pokazale neprikladnima za odredivanje kumarina u hrani, kao npr. tekuéinska
kromatografija/UV, jer nisu dovoljno osjetljive da bi se njima dokazala prisutnost kumarina u

koncentracijama manjim od 2 mg/kg (Raters i Matissek, 2008.).

11
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2.1.2. Biosinteza kumarina

Biosinteza kumarina je specificna za pojedino tkivo biljaka i regulira se tijekom
razvoja. Inducira se kao odgovor na mnostvo bioti¢kih i abiotickih stresova, nedostatak
nutrijenata i kemijske signale kao Sto su biljni hormoni i metaboliti, kao i ksenobiotici

(Cabello-Hurtado i sur., 1998.).

Kumarin se sintetizira u biljkama kada dode do oStecenja biljnih stanica ili tkiva i ¢esto
nije prisutan u neostecenom tkivu biljaka. Njegov je prekursor melilotozid, glukozid trans-2-
kumarinske kiseline, koji se akumulira u vakuolama i podlijeZe ili fotokemijskoj ili enzimskoj
trans/cis izomerizaciji. Kada dode do stani¢nog ostecenja cis-glikozid se oslobada aktivnoséu
ekstravakuolarne 8-glukozidaze i slobodna cis-2-kumarinska kiselina spontano laktonizira, pri
¢emu nastaje kumarin (Slika 6). Kada se u proces ukljuci trans-2,4-dihidroksicimetna kiselina
dolazi do formacije 7-hidroksikumarina (umbeliferona) (Slika 7). Para-hidroksilacija cimetne
kiseline prethodi reakciji orto-hidroksilacije. Direktna ciklizacija 4-kumarinske kiseline putem
spirodienona ili kinolnih intermedijera se moZe uzeti u obzir kao alternativni mehanizam.
Nastajanje nesto kompleksnijih struktura, kao kod furanokumarina i piranokumarina, odvija
se putem regiospecificnog vezivanja prenilne strane lanca na fenolnu skupinu umbeliferona.
Dimetilalilna skupina zatim ciklizira s fenolnom skupinom i nastaje ili peteroclani furanski ili

Sesteroclani piranski heterocikl (Liu i sur., 2010.).

Derivat kumarina, 4-hidroksikumarin ¢esto nastaje u metabolickom procesu
mikroorganizama (Slika 6). Naime, kada sijeno, nastalo iz biljaka koje sadrze melilotozid ((E)-
3-[2-(8-D-glukopiranoziloksi)fenil]-2-propen kiselina), poput djeteline (Melilotus albus;
Fabaceae), fermentira, trans-2-kumarinska kiselina se pomocu plijesni kao Penicillium ili
Aspergillus vrste, pretvara u 4-hidroksikumarin. Plijesni ne prevode kumarin u 4-
hidroksikumarin. Trans-2-kumarinska kiselina se hidrira i nastaje 3-hidroksimelilotna kiselina,
koja podlijeze dehidrogenaciji i nastaje 3-oksomelilotna kiselina. Ove kiseline su prisutne kao
CoA esteri. Cis-enol konfiguracija 3-oksomelilotne kiseline podlijeze spontanoj laktonizaciji i
daje 4-hidroksikumarin. Dvije molekule ovog spoja neenzimski reagiraju s formaldehidom koji
je prisutan u silazi, a potjeCe od mikrobnih degradativnih procesa, i nastaje dikumarol.
Dikumarol je poznati antikoagulans i moze uzrokovati uginuce stoke unutranjim krvarenjem

(Liu i sur., 2010.).
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Slika 6 Predlozena shema biosinteze kumarina i 4-hidroksikumarina (Liu i sur., 2010)

Kumarin nastaje prilikom stani¢nog oStecenja. 4-Hidroksikumarin nastaje djelovanjem plijesni, a moZe se

sintetizirati i djelovanjem bifenil sintaze (BIS).

Za reakciju ciklizacije 4'-hidroksicimetne kiseline predloZene se dvije rute. Oksidativna
ciklizacija preko spirodienonskog intermedijera rezultira nastankom umbeliferona, gdje

laktonski eterski kisik potje¢e od karboksilne skupine (Slika 7) (Bayoumi i sur., 2008.).
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Slika 7 PredloZeni put konverzije 4-hidroksicinamata u umbeliferon (Bayoumi i sur., 2008.)

Prema dosadasnjim istraZivanjima predloZena su tri puta biosinteze skopoletina,
preko 2’,4’-dihidroksicinamata, 2’,4’,5’-trihidroksicinamata (6’-hidroksikafeata) ili 4’-hidroksi-
3’-metoksicinamata (ferulata) (Slika 8). Osnovni put biosinteze skopoletina i skopolina u
korijenu kasave tijekom fizioloSke degradacije nakon branja odvija se preko p-kumarinske
kiseline, kava kiseline i zatim feruliéne kiseline, koje se sve o-hidroksiliraju, izomeriziraju i

laktoniziraju u skopoletin i zatim glukoziliraju do skopolina (Bayoumi i sur., 2008.).
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Slika 8 Tri predloZena biosintetska puta dobivanja skopoletina (Bayoumi i sur., 2008.)

Radi jednostavnosti karboksilat anion je izostavljen nakon (E)-cinamata; PAL — fenilalanin amonijeva lijaza.
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Derivati kumarina koji se vrlo cesto javljaju u prirodi su umbeliferon (7-
hidroksikumarin), eskuletin (6,7-dihidroksikumarin), herniarin (7-metoksikumarin), psoralen i
imperatorin. Inace se kumarin i njegovi derivati ubrajaju u skupinu fenilpropanoida. Poput
ostalih fenilpropanoida, kumarini nastaju iz metabolizma fenilalanina preko cimetne kiseline
ili p-kumarinske kiseline. Specificnost procesa lezi u 2'-hidroksilaciji, poslije koje dolazi
fotokatalizirana izomerizacija dvostruke veze i zatim spontana laktonizacija. U rijetkim
sluajevima, dolazi do glukozilacije cimetne kiseline, koja prethodi laktonizaciji. U tim
slu¢ajevima, kumarin nastaje nakon ozljede tkiva i enzimske hidrolize. Nastanak di i
trihidroksikumarina i njihovih etera ukljuuje hidroksilaciju umbeliferona, prije nego
laktonizaciju odgovarajuée cimetne kiseline. Prenilacija benzenskog prstena dimetilalil
pirofosfatom u poloZaju 6 molekule 7-hidroksikumarina daje tzv. linearne furanokumarine i
piranokumarine, dok u poloZaju 8 daje angularne homologe. Formacija furanokumarina
uklju€uje dva sukcesivna koraka: stereospecificnu oksidaciju u polozaju 4' i eliminaciju
hidroksiizopropil ostatka u poloZaju 5' retroaldoinom kondenzacijom. Supstitucija u poloZaju
5' i/ili 8" furanokumarina se dogada kasnije i katalizirana je oksidazama i O-

metiltransferazama (Ojala, 2001.).

Kumarini koji sadrze supstituent s kisikom u polozaju 7 (kao npr. umbeliferon) se
razlikuju od onih koji tu skupinu nemaju po tome $to im je prekursor p-kumarinska kiselina,

dok je za kumarin prekursor nesupstituirana cis-cimetna kiselina (Berenbaum, 1983.).

Kumarini se mogu sintetizirati de novo iz fenilalanina ili iz fenola, kao u slucaju
suncokreta iz klorogenske kiseline. To€an put nastanka kumarina iz specificnih cimetnih
kiselina (kumarata, kafeata ili ferulata) je gotovo nepoznat, iako je kao klju¢ni korak

predloZzeno enzimsko djelovanje cinamat-2-hidroksilaze (Slika 9) (Prats-Perez i sur., 2000.).
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Slika 9 Predlozeni put sinteze nekih kumarina u biljkama (Prats-Perez i sur., 2000.)

E1 —fenilalanin amonij liaza; E2 — cinamat 4-hidroksilaza; E3 — 4-kumarat-3-hidroksilaza; E4 — O-

metiltransferaza; E5 — cinamat 2-hidroksilaza; E6 — glikozil transferaza
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Kumarini se u biljkama veé¢inom sintetiziraju u nadzemnim dijelovima (list) odakle se
mogu prenijeti do korijena. Mogu se akumulirati unutarstani¢no (skopolin), inkorporirati u
stani¢nu stijenku (skopolin u reakciji kataliziranoj skopoletin peroksidazom) ili izlucivati
(ajapin). Kapacitet sinteze kumarina medu biljnim vrstama je razli¢it, Sto bi moglo objasniti i

njihovu razli¢itu otpornost na bioticki stres (Prats-Perez i sur., 2000.).

2.1.3. Kemijska sinteza kumarina

Kumarini se iz biljaka mogu dobiti ekstrakcijom razli¢itim metodama, medutim
ekstrakcija je ¢esto dugotrajna i potrebna je sofisticirana oprema da bi se dobio Cisti spoj.
Kao alternativna metoda namece se sinteza derivata kumarina (Cavar i sur., 2009.), koja je
postala jo$ popularnija zbog raznolike bioloske aktivnosti kumarina i njegovih derivata.
Povijest sinteze kumarina seze do sredine 19. st. 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 Reformatsky reakcijom (Borges i

sur., 2005.).

Perkinova reakcija podrazumijeva sintezu kumarina aldolnom kondenzacijom
aromatskog o-hidroksibenzaldehida i anhidrida kiselina u prisutnosti alkalne soli ili kiseline

(Slika 10) (Borges i sur., 2005.).

O O
CHO )ko)k X

OH o o

Slika 10 Perkinova kondenzacija

Jedna od metoda sinteze kumarina je i Pechmannova kondenzacija (Slika 11), gdje se
kumarin dobije kondenzacijom fenola s f-ketoesterima u prisutnosti kiselog katalizatora.
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Kada se za sintezu koriste esteri acetooctene kiselina i njezini derivati, reakcija se naziva

Pechmann-Duisberg kondenzacija (Borges i sur., 2005.).

(@) O
Ro
2 N Rs
R3 o

R OH Ry o) o)

Slika 11 Pechmannova kondenzacija

Perkinova i Pechmannova kondenzacija su dva naj¢es¢a nacina sinteze kumarina, ali
su njihovi glavni nedostaci upotreba suviska anhidrida octene kiselina, acil klorida, visoke
temperature i upotreba jakih kiselina, a mnoge funkcionalne skupine ne mogu podnijeti

takve rigorozne uvjete (Roussaki i sur., 2010.).

Kondenzacija aldehida s aktivnim metilenskim spojevima u prisutnosti amonijaka ili
amina se naziva Knoevenagelova kondenzacija (Slika 12). Obi¢no je katalizirana slabim
bazama ili odredenom kombinacijom amina i karboksilnih ili Lewisovih kiselina u homogenim
uvjetima. Nadalje, kada se u reakciji koriste malonska kiselina i piridin, sa ili bez tragova

piperidina, reakcija se naziva Doebnerova modifikacija (Borges i sur., 2005.).

o o ROOC
CHO M COOR
RO OR / X
? —_—l
baza )
OH OH o) o

Slika 12 Knoevenagelova kondenzacija

U Wittigovoj reakciji dolazi do formacije alkena iz karbonilnih spojeva i fosfonijevih

ilida, preko betaina i/ili intermedijera oksafosfetana (Slika 13). Kada se ilid zamijeni s fosfino
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oksid karbanionom ili fosfonat karbanionom, reakcija se naziva Hornerova ili Horner-

Emmons-Wadsworthova (Borges i sur., 2005.).

R R
CHO
|\\ PhsP=CHCO,Et |\\ N CO2CHCHs | NN
F ELNP refluks g
OH 2o TETes 2 on Z o o
Slika 13 Wittigova reakcija

U Kostanecki-Robinsonovoj reakciji kumarini, najée$ée 3- i 4- supstituirani kumarini,
nastaju u reakciji acilacije o-hidroksiaril ketona s anhidridima alifatskih kiselina, nakon cega

slijedi ciklizacija (Slika 14) (Borges i sur., 2005.).

R

1 @] O
o ° 0 2 o Xy 2
OH OJK/ R, 0 0
Slika 14 Kostanecki-Robinsonova reakcija
Kondenzacijom aldehida ili ketona s organocinkovim derivatima a-haloestera nastaju

B-hidroksiesteri, a reakcija se naziva Reformatskyjeva reakcija. U odredenim uvjetima moze

dodi do laktonizacije i nastanka kumarina (Slika 15).
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Slika 15 Reformatskyjeva reakcija

2.1.4. Metabolizam i farmakologija kumarina

Kumarini pokazuju mnoStvo bioloskih aktivnosti, ukljucujuéi antikoagulacijsku,
estrogenu, dermalno fotosenzitirajuéu, antimikrobnu, vazodilatacijsku, moluskicidnu
(ubijanje mekuSaca) aktivnost, djeluju kao antihelmintici (paraziti, crvi (helminti) u Zivim
organizmima, najceS¢e probavnom sustavu), sedativi i hipnotici, a pokazuju i analgetsko i
hipotermicko djelovanje. Neke vrste bioloskog djelovanja kumarina navedene su u Tablici 1
(Ojala, 2001.). Najvise se isticu odredeni aflatoksini koji pokazuju znacajnu hepatotoksi¢nost i
karcinogenost, dikumarol s antikoagulacijskim djelovanjem i novobiocin i kumermicin A s

antibiotickom aktivnos¢u (Sardari i sur., 2000.).

Od 1954. g. kumarin je od strane FDA (Food and Drug Administration - Uprava za
hranu i lijekove) klasificiran kao toksi¢na supstanca, koja je potencijalni promotor tumora
jetre u Stakora i njegova upotreba je zabranjena. Prema istrazivanjima provedenima na
Stakorima NIOSH (National Institute for Occupational Safety and Health - Nacionalni institut

za zastitu na radu) je kumarin proglasio kemijskim karcinogenom (Lacy i O'Kennedy, 2004.).

Istrazivanje metabolizma kumarina uklju¢uje mnoge studije in vivo i in vitro, kao i
mnoge zivotinjske vrste, ukljuéujuéi ¢ovjeka. 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, kao i otvaranjem laktonskog prstena pri ¢emu nastaju razliciti produkti,
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kao o-hidroksifenilacetaldehid (o-HPA), o-hidroksifeniletanol (o-HPE), o-hidroksifeniloctena
kiselina (o-HPAA) i o-hidroksifenilmlijec¢na kiselina (o-HPLA) (Lake, 1999.). Dodatni metaboliti
koji mogu nastati su 6,7-dihidroksikumarin, o-kumarinska kiselina, o-hidroksifenilpropionska
kiselina i dihidrokumarin (Slika 16). Dva vazna puta metabolizma kumarina su 7-hidroksilacija
i metabolizam laktonskog prstena, koji ukljuuje otvaranje prstena i otpustanje ugljikovog
atoma 2, pri ¢emu nastaje ugljikov dioksid (ovaj se korak u starijoj literaturi naziva i 3-
hidroksilacija). Kod vecine ljudi kumarin se brzo apsorbira i metabolizira jetrenim CYP2A6
(citokrom P450 2A6 je enzim koji pokazuje aktivnost 7-hidroksilaze kumarina) do 7-
hidroksikumarina, koji se izlu¢uje u urinu kao glukuronidni i sulfatni konjugati. Dostupni
podaci potvrduju da kumarin nije genotoksic¢an (Lake, 1999.). Za razliku od Stakora i miSeva,
kod kojih vece doze kumarina mogu uzrokovati toksi¢nost i karcinogenezu, toksi¢nost za
ljude nije dokazana. Kod pojedinaca, koji su uzimali terapeutske doze kumarina, i do 1900
puta vece od onih kojima je Covjek izlozen prehranom i kozmetickim proizvodima, nije
utvrdena veza izloZenosti i pojave hepatotoksi¢nosti. Niska toksi¢nost se temelji na razlici u
biotransformaciji kumarina i eliminaciji metabolita kumarina iz tijela kod odredenih vrsta
(Lake, 1999.). Studije na pavijanima, sirijskim hrécima i odredenim vrstama miSeva su
pokazale da su oni otporni na akutnu hepatotoksi¢nost izazvanu kumarinima. Relativna
otpornost jetre i/ili hepatocita ljudi i cynomolgus majmuna na toksi¢nost kumarina se
povezuje sa 7-hidroksilacijom, osnovnim metaboli¢kim putem kumarina kod ovih vrsta, koji
je u biti detoksifikacija. Kod Stakora se hepatotoksicnost ove vrste pripisuje izluc¢ivanju
metabolita kumarina u Zué, Sto moZe rezultirati enterohepatickom cirkulacijom koja
povecéava izlozenost jetrenih stanica toksi¢nim metabolitima kumarina. Vrste kao sirijski
hrcéak, pavijan i Covjek izlu¢uju metabolite kumarina primarno u urinu (Lacy i O'Kennedy,
2004.) i brzo izlu¢ivanje kumarina, osobito u obliku 7-hidroksikumarina, u urinu ljudi daje
naslutiti da u ovom slucaju nema izluéivanja u zZuc. Vrijeme poluzivota (half-life) za eliminaciju
kumarina je oko 1-2 sata (Lake, 1999.), a bioraspolozZivost kumarina u ljudskom organizmu je
samo oko 1-5% (Hoult i Paya, 1996.). Mala izloZzenost kumarinima iz prehrane i odredenih
kozmetickih proizvoda ne bi trebala izazvati hepatotoksi¢nost, ¢ak niti u pojedinaca sa

smanjenom aktivnoscu 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 toksi¢noscéu

22



2. Teorijski dio

i pluénim tumorima kod miSeva, dok je glavni urinarni metabolit o-HPAA (Slika 17) (EFSA,
2004.). Usporedba medu vrstama pokazuje da su hepatociti Stakora najosjetljiviji na
toksi¢nost kumarina i njegovih derivata, dok su humani hepatociti najotporniji (Kostova,

2005.).

Rezultati svih ovih istraZivanja (Lake, 1999.; EFSA, 2004.; Kostova, 2005.) potvrduju da
je citoksi¢nost kumarina ovisna o metabolizmu i vrsti organizma, Sto znaci da Stakori nisu
pogodan model za procjenu farmakoloskih ucinaka kumarina na ljudski organizam (Kostova,

2005.; Lacy i O'Kennedy, 2004.).
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Slika 16 Neki putevi metabolizma kumarina (Lake, 1999.)

Prikazani metaboliti su: 3-, 4-, 5-, 6- 7- i 8-hidroksikumarin (3-HC, 4-HC, 5-HC, 6-HC, 7-HC, 8-HC), o-
hidroksifenilacetaldehid (o-HPA), o-hidroksifeniletanol (o-HPE), o-hidroksifeniloctena kiselina (o-HPAA), o-
hidroksifenilmlije¢na kiselina (o-HPLA), o-hidroksifenilpropionska kiselina (o-HPPA), o-kumarinska kiselina (o-
CA), dihidrokumarin (DHC), 6,7-dihidroksikumarin (6,7-DHC), 4-hidroksidihidrokumarin-glutation konjugat (4-
HDHC-GSH konjugat)
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Nakon oralne terapije kumarin se brzo apsorbira iz gastrointestinalnog trakta i
distribuira tijelom (Lacy i O’Kennedy, 2004.). Neki autori isticu kako bi kumarin mogao biti
toksi¢an jer podlijeZze oksidativnoj dekarboksilaciji, Sto rezultira nastankom derivata o-
hidroksifenilacetaldehida ili o-hidroksifeniloctene kiseline koji mogu stvarati stabilne
komplekse s teskim metalima u tijelu, dok 4-metilkumarin ne podlijeze oksidativnoj
dekarboksilaciji i nije toksican (Malhotra i sur., 2008.; Foti i sur., 2005.). Nesupstituirani
kumarini tijekom metabolizma mogu stvarati 3,4-epokside kumarina, koji su toksi¢ni, dok
sintetski 4-metilkumarini ne induciraju nastanak epoksida jer nisu supstrat za jetrenu P450

monooksigenazu (Natella i sur., 2010.).

COL— L —- 0L
- — >
0" o o” o HO o” o

3-hidroksikumarin kumarin 7-hidroksikumarin

o OH
GS
— >
@) @] 0] @]
kumarin 3,4-epoksid 3-glutationil-kumarin epoksid konjugat
l 0]
@1

OH
o-hidroksifenilacetaldehid

/OH \ o)

o-hidroksifeniletanol o-hidroksifeniloctena kiselina

Slika 17 Glavni metabolicki putevi biotransformacije kumarina (EFSA, 2004.)

Kumarini pokazuju mnostvo razlicitih bioloskih aktivnosti (Tablica 1), koje ukljucuju
inhibiciju agregacije krvnih plocica, citokroma P450 i steroidne 5a-reduktaze, spazmoliticku,
antikoagulacijsku, antibakterijsku, antikancerogenu i anti HIV aktivnost (Kostova, 2005.;
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Kashman i sur., 1992.; Zhou i sur., 2000.). Kumarini pokazuju i mnoStvo drugih bioloskih
aktivnosti, kao prevenciju od bolesti, modulaciju rasta i antioksidacijska svojstva, kao i
antitumorske ucinke, a mogu i uzrokovati znacajne promjene u regulaciji imunoloskog

odgovora, rastu stanica i diferencijaciji (Lacy i O’Kennedy, 2004.).

Biljni ekstrakti koji sadrZe derivate kumarina su se u povijesti ¢esto koristili kao biljni
lijekovi, te se i danas istrazuju zbog svojih bioloskih svojstava. Istrazivanja su pokazala da su
kumarini vrlo aktivni, pa tako kumarini s fenolnim hidroksilnim skupinama pokazuju
sposobnost hvatanja slobodnih radikala, osobito reaktivnih kisikovih vrsta (Dighe i sur.,
2010.; Kalkambar, 2011.) i ¢esto 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 razli¢itih molekularnih mehanizama djelovanja i vjerojatno je povezano s
njihovom strukturnom sliéno$¢u s flavonoidima i benzofenonima (Cavar i sur., 2009.).
Eskuletin i 4-metileskuletin sinergisticki djeluju s a-tokoferolom u obrani od citotoksi¢nosti
izazvane hidroperoksidom linoleinske kiseline, pri ¢emu vaznu ulogu ima orto kateholna
skupina na kumarinu (Kostova, 2005.). Eskuletin, 4-metileskuletin, fraksetin i kava kiselina
pokazuju aktivnost hvatanja slobodnih radikala DPPH. Antioksidans aurapten (7-
geraniloksikumarin), koji je izoliran iz kore citrusa (Citrus natsudaidai Hayata), dokazano

posjeduje kemopreventivni ucinak na kemijski induciranu karcinogenezu (Kostova, 2005.).

Tablica 1 BioloSko djelovanje 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.
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Antipireticko djelovanje

Antiviralna aktivnost, in vitro
Citostaticki efekt, in vivo

Diureticko djelovanje

Estrogensko djelovanje

Hipnoticki u¢inak

Hipotermalno djelovanje
Hipolipidemicko djelovanje
Imunostimulacijsko djelovanje
Imunosupresivno djelovanje

Inhibicija gonadotropina

Inhibicija aldoza reduktaze u leci
Inhibicija otpustanja histamina
Inhibicija LDL oksidacije

Inhibicija lipidne peroksidacije
Inhibicija DNA-giraze

Inhibicija enzimske aktivnosti u jetri, in vitro
Inhibicija monoamin oksidaze, in vitro
Inhibicija protein kinaze, in vitro
Fotosenzibilizirajuéa aktivnost, in vivo
Kalcij antagonisticka aktivnost, in vitro i in vivo

Kolereticki u¢inak

Narkoticki ucinak

Regulacija rasta biljaka
Smanjenje lomljivosti kapilara
Spazmoliticka aktivnost
Sprjecavanje zubnog karijesa
Stimulacija respiracije
Trovanje ribe

Tretiranje psorijaze
Tuberkulostatska aktivnost
Urikozuri¢no djelovanje
Vazodilatacijski u¢inak
Zastita endotela

(2009.); O'Keneddy i Thornes (1997.)
O'Keneddy i Thornes (1997.)

Ojala (2001.); Pandey i sur. (2004.)
Ojala (2001.)

O'Keneddy i Thornes (1997.)
O'Keneddy i Thornes (1997.)
O'Keneddy i Thornes (1997.)
O'Keneddy i Thornes (1997.)
Huang i sur. (1993.)

Sardari i sur.(2000.)

Sardari i sur.(2000.)

Sardari i sur.(2000.)

Okada i sur. (1995)

Sardari i sur.(2000.)

Natella i sur. (2010.)

Roussaki i sur. (2010.); Yun i sur. (2001.)
Sardari i sur.(2000.)

Ojala (2001.)

Ojala (2001.)

Yang i sur. (1999.)

Ojala (2001.)

Ojala (2001.); Sardari i sur.(2000.); Abyshev i sur.
(2006.)

O'Keneddy i Thornes (1997.)
O'Keneddy i Thornes (1997.)
O'Keneddy i Thornes (1997.)
Sardari i sur.(2000.)

O'Keneddy i Thornes (1997.)
Sardari i sur.(2000.)

O'Keneddy i Thornes (1997.)
Sardari i sur.(2000.)

Sardari i sur.(2000.)

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

Razna istrazivanja su potvrdila da velika veéina biljnih ekstrakata koji su se u povijesti
koristili u medicinske svrhe sadrzi visoke koncentracije kumarina (Kostova, 2005.). Kumarin i
7-hidroksikumarin inhibiraju proliferaciju mnosStva 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
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uzrokovane aflatoksinom B1 u Stakora (Kostova, 2005.). Kumarin trenutno prolazi razna
klinicka ispitivanja vezana za lije¢enje limfoedema, raka dojke, karcinoma pluca i bubrega
(Lake, 1999.), a vec je dakazana njegova aktivnosti protiv raka prostate, malignog melanoma i
metastatskog renalnog stani¢nog karcinoma (Kostova, 2005.). Kumarin i njegovi metaboliti
pokazuju antitumorsku aktivnost na nekoliko linija stanica tumora kod ljudi, a takoder su se
pokazali kao inhibitori stani¢ne proliferacije kod stanica Zelu¢anog karcinoma. Osim $to se
mogu koristiti u lijeCenju raka, kumarini se mogu koristiti i u tretmanima ublaZavanja
nuspojava izazvanih radioterapijom (Ramesh i Pugalendi, 2005.). Kumarini bi takoder mogli
naci primjenu u lijeCenju karcinoma bubrezZnih stanica i kao dodatna kemijska terapija za
melanom (Lacy i O’Kennedy, 2004.). Temeljeno na klinickim ispitivanjima postoji mogucnost
izolirane primjene kumarina, kao i u kombinaciji s cimetidinom, kao antineoplastika (Lake,

1999.).

Kumarin takoder pokazuje sposobnost aktivacije makrofaga, pa postoji moguénost
upotrebe 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 lije¢enju

upale Zlijezde slinovnice i mukozitisa (upala sluznice usne Supljine).

Prema istrazivanju Ramesha i Pugalendija (2005.) kumarin smanjuje razinu glukoze u
krvi. Istrazivanja su pokazala da kumarin ne samo da inducira izoenzim aldo-ketoreduktaze
(aflatoksin Bl-aldehid reduktaza) koji sudjeluje u metabolizmu aflatoksina, nego i GSTA5
(glutation S-transferaza alfa 5) i druge enzime koji metaboliziraju lijekove (Kostova, 2005.).
Studije o utjecaju kemijske strukture na bioloSku aktivnost kumarina su pokazale da dodatak
kateholne skupine na osnovnu strukturu uzrokuje povecanu citotoksi¢nu aktivnost na stanice
tumora (Kostova, 2005.). Zbog imunomodulacijskih svojstava postoji moguénost primjene u

tretmanu bruceloze (Shi i Zhou, 2011.).

7-Hidroksikumarin je prirodni benzopiron, ljudski metabolit i ima vaznu ulogu kao
antioksidans u ljudskoj prehrani (voée i povrée), a istrazivanja su pokazala da ima
antitumorsku, inhibicijsku aktivnost na aldoza reduktazu i ksantin oksidazu (Farshori i sur.,

2011.).
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Ostol inhibira agregaciju trombocita, dok klorikromen (sintetski kumarin) inhibira
agregaciju in vivo i in vitro, i izaziva vazodilataciju (Hoult i Paya, 1996.). Ostol sprjecava
progresiju hepatitisa C u hepatokarcinom kod ljudi (Okamoto i sur., 2001.), a derivati ostola
koji pokazuju topivost u vodi ve¢u nego sam ostol su nedavno predloZeni za upotrebu kao
hepatoprotektivni lijekovi. Sto se ti¢e biolodke aktivnosti ostola, vrlo je vazna prisutnost
metoksi skupine, jer je npr. 7-hidroksi derivat, ostenol, neaktivan (Mazzei i sur., 2008.).

Kolinin pokazuje negativan ucinak na replikaciju DNA virusa hepatitisa B (Chang i sur., 1997.)

Odredeni dimeri kumarina, osobito oni koji sadrze hidrofobne skupine, pokazali su se
kao potentni inhibitori HIV-1 integraze, dok je 5,7,4'-trihidroksi-4-stirilkumarin pokazao
znacajnu antivirusnu aktivnost prema Herpes simplex virusu (Borges i sur., 2005.).
Geiparvarin pokazuje znacajnu in vitro citostatsku aktivnost, a neki prirodni i sintetski
kumarini su inhibitori kolinesteraze, Sto bi moglo dobro dodi u lije¢enju Alzheimerove, kao i
Parkinsonove bolesti. Varfarin je i danas jedno od osnovnih antikoagulirajuéih sredstava, iako
neki derivati 4-hidroksikumarina posjeduju jo$ veéu antikoagulacijsku aktivnost od varfarina

(Borges i sur., 2005.).

Furanokumarini se koriste u fotokemoterapeutskim tretmanima za neke koZne
bolesti, limfome i autoimune poremecaje (Conforti i sur., 2009.). Biljke koje sadrze psoralen
se stolje¢cima koriste za tretiranje vitiliga, koZne bolesti koju odlikuje nedostatak
pigmentacije. Neki imaju farmakoloska svojstva i bez zracenja te su se pokazali djelotvornim
u lijeCenju depresije, a Cine se i kao korisni lijekovi u tretmanima multiple skleroze, jer
blokiraju kalijeve kanale. Angelicin pokazuje antiupalna, antipireticka (za smanjenje tjelesne
temperature) i citotoksi¢na svojstva na humane KB stanic¢ne linije (Conforti i sur., 2009.), kao
i neki drugi kumarini (Guilet i sur., 2001.), i antifungalno djelovanje (Candida albicans,

Cryptococcus neoformans i Cladosporium cucumerinum) (Conforti i sur., 2009.).

Zasad su neki kumarini, kao varfarin, acenokumarol, armilarizin A, himekromon i

karbokromen odobreni za klinicku upotrebu (Shii Zhou, 2011.).

Novobiocin i klorobiocin (Slika 18) 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
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bakterijama, ukljuCujuci i Staphylococcus vrste otporne na meticilin (Borges i sur., 2005.;

Basile i sur., 2009.).
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Slika 18 Struktura novobiocina i klorobiocina
Eskulin je derivat kumarina koji se koristi u medicini, kao komponenta lijeka

Proctosedyla, za tretiranje hemoroida i rektalnih lezija (Stewart, 2010.).

2.1.5. BioloSko djelovanje Schiffovih baza, tiosemikarbazida i

tiazolidinona

Schiffove baze karakterizira prisutnost iminske ili azometinske skupine, koja se nalazi
u mnogim prirodnim i sintetskim spojevima, a smatra se da je njezina prisutnost vazna za
postizanje bioloSke aktivnosti (da Silva i sur., 2011.). Schiffove baze se upotrebljavaju kao
boje, katalizatori, intermedijeri u organskoj sintezi i kao stabilizatori polimera, a pokazuju
Siroki spektar bioloskih  aktivnosti, antifungalnu, antibakterijsku, antimalarijsku,
antiproliferativnu, antiupalnu, antiviralnu i antipireti¢ku. Schiffove baze se mogu koristiti kao
analgetska, protuupalna, antibioticka, antimikrobna i antikancerogena sredstva (Pontiki i
sur., 2008.). Ghosh i sur. (2011.) i Gacche i sur. (2006.) su potvrdili kako Schiffove baze s
kumarinskom jezgrom pokazuju vazna antioksidacijska svojstva. Schiffove baze, derivati 7-
hidroksi-4-metilkumarina imaju znacajnu antibakterijsku aktivnost, kao i antioksidacijsku
aktivnost u vidu hvatanja DPPH radikala (Satyanarayana i sur., 2011.). Antifungalnu aktivnost
Schiffovih baza istraZivali su i drugi autori i dosli do zaklju¢ka da kumarini posjeduju istu (Sah i
sur., 2011.; daSilva i sur., 2011.). Supstituirani hidrazidi kao i derivati N-benzilidena pokazuju

znacajnu biolosku aktivnost, insekticidnu, baktericidnu, fungicidnu (Ahluwalia i sur., 1983.).
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Tiosemikarbazidi i njihovi kompleksi su vrlo ucinkoviti baktericidni spojevi, a
zahvaljujué¢i skupinama kao 0O=C-S-, NH,, -NH-, mogli bi biti i dobri antioksidansi za
stabilizaciju polimera protiv termalne oksidacije. Antioksidacijska aktivnost ovih spojeva se
mozZe pripisati prisutnosti skupina C=S i —NH- koje mogu djelovati kao centri za hvatanje
radikala (Setnescu i sur., 2004.). Siddiqui i sur. (2009.) su pokazali da kumarini koji sadrze
tiazol i tiosemikarbazon u svojoj strukturi pokazuju antikonvulzijsku aktivnost s niskom
neurotoksi¢nosti. Antimikrobna, antibakterijska i antifungalna aktivnost tiosemikarbazida je
takoder vrlo izrazena (Sasse i sur., 1972.; Yamaguci i sur., 2009.), kao i kumarina koji su

supstituirani tiosemikarbazidnom skupinom (Arshad i sur., 2009.).

2.2. KUMARINI | ANTIOKSIDACIJSKO DJELOVANIE

2.2.1. Antioksidansi i slobodni radikali

Slobodni radikali (superoksid O,", hidroksil ‘OH, hidroperoksil HO,", peroksil LOO®,
alkoksil LO®, alkil R®, triklorometil “CCls, tiil RS®) (Djilas i sur., 2002), osobito superoksid anion i
hidroksil radikal, su visoko reaktivne vrste koje reagiraju s lipidima, proteinima i DNA i pri
tom izazivaju ireverzibilne promjene njihove molekularne strukture. Reaktivne kisikove vrste
se kontinuirano generiraju u vrlo malim koli¢inama prijenosom elektrona na molekulu kisika
tijekom razli¢itih fizioloskih procesa, kao Sto je stani¢no disanje, reakcije oksigenaza ili
respiratorna erupcija tijekom procesa stani¢ne imunosti. Oni igraju vaznu ulogu u kontroli
stani¢nih funkcija, kao intermedijerni metaboliti u nekoliko enzimskih reakcija, ukljuéeni su u
posttranslacijsku modifikaciju proteina i vazni su u kontroli prijenosa signala. Mnoge
komponente vaskularnog sustava, kao leukociti, monociti i stanice endotela krvnih Zila mogu
otpustati ROS-ove kod odredene stimulacije, Sto znaci da su ROS-ovi povezani s bolestima
poput tromboze, hipertenzije, Alzheimerove bolesti, Parkinsonove bolesti i amiotrofne
lateralne skleroze. Osim oksidativnog stresa, kisikove vrste su povezane s pojavom
jednostrukih i dvostrukih lomova DNA lanca i time prvim korakom u nastanku nekoliko
humanih degenerativnih bolesti, raka i starenja. Tkiva s velikom brzinom potrosnje kisika i
centralni nervni sustav su posebno podlozni oksidativnom oStec¢enju u uvjetima oksidativnog

stresa zbog prisutnosti odredenih aminokiselina, povisene koncentracije Zeljeza, stani¢nih
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membrana bogatih polinezasi¢enim masnim kiselinama i niske koncentracije prirodnog

antioksidansa glutationa u neuronima (Vukovic i sur., 2010.).

Kvaliteta namirnica se tijekom skladiStenja smanjuje, bilo kao posljedica kvarenja
izazvanog bakterijama i enzimima, ili kao posljedica oksidativnih procesa induciranih
atmosferskim kisikom. Lipidna oksidacija ima pozitivne i negativne ucinke. Pri niskim
koncentracijama produkti lipidne oksidacije su odgovorni za poZeljnu aromu przenih
namirnica i neke karakteristicne okuse kuhanog mesa, przenih orasastih plodova itd., a isto
tako mogu imati negativan ucinak na boju, teksturu, okus i miris namirnica. Oksidativna
degradacija lipida moze biti inducirana endogenim vrstama (H,0,, ROOH) i slobodnim
radikalima ili egzogenim vrstama, radikalima i fizikalnim ¢iniocima (UV, ionizirajuée zracenje,
toplina) (Djilas i sur., 2002.). Lipidnom oksidacijom u namirnicama dolazi do promjene
organoleptickih i nutritivnih svojstava namirnica (Bondet i sur., 1997.), jer se kao posljedica
javljaju kiseli okus i miris, skra¢uje se rok trajanja namirnica, mijenja se tekstura i boja i
smanjuje nutritivna vrijednost (Alamed i sur., 2009.). Lipidna oksidacija je lan¢ana reakcija
koja uklju€uje inicijaciju, propagaciju i terminaciju. Tijekom inicijacije nastaju alkilni i
peroksilni radikali, koji zatim proizvode hidroperokside tijekom koraka propagacije. Kada
dode do asocijacije dva slobodna radikala u stabilni produkt dolazi do terminacije (Bondet i
sur., 1997.). Tako je lipidna oksidacija jedan od glavnih uzroka smanjenja kvalitete mesnih
proizvoda od misiénog tkiva. Procesi kao usitnjavanje osteéuju stanicni integritet misi¢nog
tkiva pri ¢emu su lipidi izloZeni oksidativnim katalizatorima i kisiku. Toplinski procesi
ubrzavaju lipidnu oksidaciju miSi¢cnog tkiva jer dislociraju Zeljezo iz hema, narusavaju
integritet stanice, inaktiviraju endogene antioksidanse i razgraduju hidroperokside. Mnostvo
je metoda za kontrolu brzine i dosega lipidne oksidacije u namirnicama, a najefikasnija je
dodavanje antioksidanasa, bilo sintetskih ili prirodnih, koji mogu usporiti taj proces. Vecina
komercijalno dostupnih antioksidanasa djeluje hvatajuci slobodne radikale ili kelira metale.
Hvataci slobodnih radikala, kao tokoferoli, butilirani hidroksitoluen (BHT) i biljni fenoli,
inhibiraju lipidnu oksidaciju reducirajuci peroksilne i alkoksilne radikale u stabilne spojeve. Na
taj nacin hvataci slobodnih radikala mogu inhibirati lanéanu reakciju i skrac¢ivanje masnih
kiselina, pri ¢emu se smanjuje formacija hlapivih produkata raspadanja masnih kiselina
(aldehidi i ketoni), koji uzrokuju kvarenje (Alamed i sur., 2009.) i neugodan miris, kao i

nestanak esencijalnih masnih kiselina (Bondet i sur., 1997.). Osim Sto sluze kao hvataci
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slobodnih radikala, antioksidansi inaktiviraju katalizu metala keliranjem metala, reduciraju
hidroperokside do stabilnih hidroksilnih derivata i djeluju sinergisticki s drugim spojevima

(Frankel i Finley, 2008.).

Antioksidansi su nasli Siroku uporabu kao dodaci namirnicama za sprjecavanje
oksidativne degradacije (Bailly i sur., 2004.). Antioksidansi su tvari, koje prisutne u niskim
koncentracijama u odnosu na neki supstrat znacajno odgadaju ili sprjecavaju oksidaciju tog
supstrata. Klju¢na uloga antioksidanasa je da hvataju ili reagiraju sa slobodnim radikalima i
sprje¢avaju propagaciju lancane reakcije izazvanu istima. Antioksidacijska aktivnost nekog
spoja se pripisuje njegovoj sposobnosti hvatanja kisikovih radikala, inhibicije reakcije
oksidacije mikrosomalnih citokroma P450 i sprje¢avanja nastajanja ROS-ova. Da bi neka tvar
bila dobar antioksidans mora sadrZavati atom vodika koji moZe vrlo lako otpustiti i pritom
tvoriti slobodni radikal, koji mora biti stabilan i nereaktivan da 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 singlet kisika i
sekundarne produkte lipidne oksidacije ili djeluju kao kelatori prijelaznih metala (Yeo i sur.,

2010.).

U bioloskim sustavima postoje barem 4 osnovne vrste antioksidanasa — enzimi
(superoksid dismutaza, glutation peroksidaza, katalaza), velike molekule (albumin,
ceruloplazmin, feritin, drugi proteini), male molekule (askorbinska kiselina, glutation, uri¢na
(mokrac¢na) kiselina, tokoferol, karotenoidi, (poli)fenoli) i neki hormoni (estrogen,
angiotenzin, melatonin). Pojedini antioksidansi mogu djelovati razli¢itim mehanizmima u
odredenom sustavu ili samo jednim mehanizmom, a isto tako na razli¢ite nacine djeluju na
razli¢ite slobodne radikale. Tako npr. karotenoidi nisu dobri hvataéi peroksil radikala u
odnosu na polifenole i druge antioksidanse, ali su izuzetno dobri hvataci singleta kisika, Sto
vecina fenola i drugih antioksidanasa nije. Medutim, singlet kisika nije slobodni radikal i ne
reagira radikalskim mehanizmom, ali reagira uglavnom adicijom na dvostruke veze, pri cemu
stvara endoperokside, koji se mogu reducirati do alkoksil radikala koji zapocinju lan¢ane
radikalske reakcije. Zbog razli¢itih karakteristika i mehanizama niti jedna metoda
antioksidacijskog ispitivanja ne daje to¢an uvid u hvatanje svih slobodnih radikala (Prior i sur.,

2005.).
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2.2.2. Metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti

Danas postoji mnostvo protokola za odredivanje antioksidacijske aktivnosti koje
ukljuéuju mnostvo sustava za generiranje 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. Zajedni¢ko pomicanje protona i elektrona (proton coupled electron
transfer) i HAT reakcije se mogu odvijati paralelno, a dominantni mehanizam je odreden
strukturom i svojstvima antioksidansa, topivoscu i koeficijentom razdjeljenja i otapalom.
Energija disocijacije veze (bond dissociation energy — BDE) i ionizacijski potencijal (IP) su dva
osnovna faktora koja odreduju mehanizam i ucinkovitost antioksidansa. HAT metode mjere

sposobnost antioksidansa da hvata slobodne radikale donacijom vodika.

X'+ AH - XH+ A°

Reaktivnost HAT metode je odredena BDE-om H-donirajuée skupine potencijalnog
antioksidansa, osobito kod spojeva ¢iji su BDE ~ -10 kcal/mol i IP < -36 kcal/mol. Reaktivnost
antioksidansa ili kapacitet se temelje na kompeticijskoj kinetici. HAT reakcije ne ovise o
otapalu i pH i obi¢no su brze i gotove u roku od par sekundi ili minuta. Prisutnost
reducirajuéeg sredstva, ukljuéuju¢i metale, komplicira HAT metodu i moZe dovesti do

netocne visoke reaktivnosti.

Kod SET metoda se detektira sposobnost potencijalnog antioksidansa da donira

elektron i na taj nacin reducira spoj, ukljucujuc¢i metale, karbonile i radikale.

X'+ AH -» X~ + AH'*
AH" + H,0 & A° + H,0%
X~ + H;0" - XH + H,0

MUID + AH - AH* + M)

33



2. Teorijski dio

SET i HAT mehanizmi se gotovo uvijek odvijaju istovremeno u svim uzorcima, a
ravnotezZa je odredena strukturom antioksidansa i pH vrijednoScu. Relativna reaktivnost kod
SET metode se temelji primarno na deprotonaciji i IP reaktivne funkcionalne skupine, $to
znacdi da je SET metoda ovisna o pH. Opéenito vrijedi da se IP smanjuje povec¢anjem pH Sto se
odraZzava na povedanu elektrondoniraju¢u sposobnost s deprotonacijom. SET mehanizam
dominira kod spojeva s IP > -45 kcal/mol. SET reakcije su obi¢no spore i potrebno je duze
vrijeme da se privedu kraju, pa se antioksidacijska aktivnost temelji na postotku smanjenja
koncentracije slobodnog radikala prije nego na kinetici. Kada AH™" ima odredeni Zivotni vijek,
moze dodéi do sekundarnih reakcija koje ometaju mjerenje i mogu dovesti do toksi¢nosti il
mutagenosti in vivo. SET metode su vrlo osjetljive na askorbinsku i mokraé¢nu kiselinu, a
spojevi u tragovima i kontaminanti (osobito metali) ometaju SET metode i mogu dovesti do

pogresnih rezultata (Prior i sur., 2005.).

HAT metode kao npr. kapacitet apsorbancije kisikovih radikala (ORAC - oxygen radical
absorbance capacity ) i antioksidacijski parametar ukupnog hvatanja radikala (TRAP - total
radical trapping antioxidant parameter) se koriste kompetitivnom reakcijskom shemom, gdje
se generiraju peroksilni radikali, koji onda oksidiraju probnu tvar koja se koristi za njihovu
detekciju. Kada se dodaje tvar koja se ispituje, ona se natjece s probnom tvari za peroksilne
radikale i na taj nacin se odreduje aktivnost hvatanja slobodnih radikala. Kod SET metoda,
kao Sto je antioksidativni kapacitet u ekvivalentim troloxa (TEAC - Trolox equivalence
antioxidant capacity) i DPPH metoda, kolorimetrijska proba je ujedno i slobodni radikal, a
tvar koja se ispituje reducira slobodni radikal Sto uzrokuje promjenu boje (Alamed i sur.,

2009.).

2.2.2.1. DPPH (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil) metoda

DPPH radikal je jedan od rijetkih duSikovih radikala koji je stabilan, a tamno je
ljubicaste boje. Komercijalno je dostupan i nije ga potrebno posebno generirati prije
upotrebe, kao $to je to slucaj za ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina).
Metoda mijerenja antioksidacijske aktivnosti pomoéu DPPH se temelji na odredivanju

reduciraju¢e sposobnosti antioksidanasa prema DPPH radikalu, a sposobnost hvatanja
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slobodnih radikala se odreduje mjerenjem pada apsorbancije pri 515-528 nm ili

elektronskom paramagnetskom rezonancijom (de Magalhaes, 2007.; Prior i sur., 1995.).

Prvi put su je objavili Brand-Williams i suradnici (1995.). Rezultati se mogu izraziti na
nekoliko nac¢ina. DPPH metoda jako ovisi o otapalu i pH, a jedan od parametara koji odreduju
reakciju je i stericka dostupnost, jer male molekule koje imaju bolji pristup radikalskom
mjestu pokazuju relativno visoku antioksidacijsku aktivnost (de Magalhdes, 2007.), sto znaci
da reakcijski mehanizam izmedu antioksidansa i DPPHe ovisi, izmedu ostaloga, i o strukturi
samog antioksidansa (Bondet i sur., 1997.). DPPH moZe 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.).

Molekula 2,2-difenil-1-pikrilhidrazila je stabilni radikal zbog delokalizacije slobodnog
elektrona kroz molekulu, tako da molekule ne dimeriziraju, kao Sto je to slu¢aj kod vecine

slobodnih radikala.

NO, NO,
[ ]
O,N N—N O,N NH—N
NO, NO,
difenilpikrilhidrazil(slobodni radikal) difenilpikrilhidrazin

Slika 19 Struktura difenilpikrilhidrazila i difenilpikrilhidrazina

Delokalizacija elektrona kroz molekulu daje tamno ljubi¢astu boju, koja se gubi
dodatkom antioksidansa, kada iz slobodnog radikala, difenilpikrilhidrazila, nastaje reducirani

oblik, svijetlo zuti difenilpikrilhidrazin (Molyneux, 2004.; Gacche i sur., 2006.).

Z'+ AH=ZH+ A°
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gdje je ZH reducirani oblik, a A’ je slobodni radikal nastao u prvom koraku. Ovaj radikal tada
ulazi u reakciju koja kontrolira sveukupnu stehiometriju, tj. broj reduciranih molekula DPPH s
jednom molekulom reducensa. Ova reakcija dakle, daje uvid u reakcije koje se dogadaju u
oksidirajuéem sustavu, kao Sto je autooksidacija lipida ili drugih nezasi¢enih tvari. Znaci,
DPPH molekula Z* predstavlja slobodne radikale koji nastaju u sustavu, &iju aktivnost inhibira
AH. Ukoliko molekula ima dva mjesta s kojih moZe otpustiti vodik, kao u sluc¢aju askorbinske
kiseline, nakon prvog vodika, moZze do¢i i do doniranja drugog, Sto dovodi do 2:1
stehiometrije. Drugim rijeCima, dvije molekule DPPH se reduciraju jednom molekulom

askorbinske kiseline (Molyneux, 2004.)
OH
OH
R
Z + &R'—» ZH + R A
R
o}
OH
o)
OH
R
3 ZH + R
Z. + R \ R
o}
o}

Slika 20 Inhibicija slobodnih radikala molekulom donorom vodikova atoma (Molyneux, 2004.)

DPPH metoda je jednostavna i pogodna za odredivanje antioksidacijske aktivnosti
Cistih spojeva, sokova voda i povréa ili ekstrakata (de Magalhaes, 2007.), kao i za odredivanje
antioksidacijske aktivnosti u namirnicama i biljnim proizvodima (Litwinienko i Ingold, 2003.),
a prema Lee i sur. (2007.) pogodna je i za odredivanje stupnja lipidne oksidacije. Provodi se
na sobnoj temperaturi i time je eliminiran rizik termalne degradacije molekula koje se
ispituju (Bondet i sur., 1997.), a radikal je stabilan i ne mora se posebno generirati (Gacche i

sur., 2006.).

DPPH metoda se temelji uglavhom na prijenosu elektrona, a prijenos atoma H je
marginalni reakcijski put (Prior i sur., 2005.), jer se odvija sporo u otapalima koji uspostavljaju
vodikove veze, kao etanol i metanol (de Magalhdes, 2007). Radikali centrirani na kisiku i

dusiku reagiraju s fenolima putem dva razli¢ita mehanizma: direktni prijenos vodikova atoma
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(HAT reakcija) i prijenos elektrona (ET reakcija). Doprinos jednog ili drugog mehanizma ovisi o
prirodi otapala i/ili redoks potencijalu tvari koje sudjeluju u reakciji. Opcenito vrijedi da u
nepolarnim otapalima prevladava HAT mehanizam, uz iznimku jakih oksidirajucih radikala
kao CIsCOOQe, kada prevladava prijenos elektrona. Neki autori su dokazali kako u aproti¢nim
polarnim otapalima dolazi do smanjenja brzine mnogih ArOH/Xe reakcija, Sto se objasnjava
Cinjenicom da je vecina molekula ArOH vodikovim vezama vezana za molekule otapala
(ArOH*"otapalo), pa ne moZe reagirati HAT mehanizmom. Samo slobodne, tj. frakcije ArOH
koje nisu povezane vodikovim vezama za otapalo mogu reagirati prijenosom H atoma. Brzinu
reakcije u etanolu i metanolu u ovom slucaju odreduje prijenos elektrona, dok je prijenos H
vrlo spor. Ova otapala imaju relativno visoku dielektricnu konstantu i podrzavaju ionizaciju
Bronstedovih kiselina i ET mehanizam (Foti i sur., 2004.). Znaci, u nepolarnim otapalima
redukcija DPPH se odvija mehanizmom prijenosa vodika, dok u polarnim prijenosom

elektrona (Frankel i Finley, 2008.).

2.2.2.2. Fosfomolibden metoda

Ova metoda je razvijena za kvantitativno odredivanje antioksidacijske aktivnosti.
Temelji se na redukciji Mo(Vl) do Mo(V) pomodéu odredene tvari i nastankom zelenog
kompleksa fosfat/Mo(V) u kiselom pH (Prieto i sur., 1999.), koji ima maksimum apsorpcije pri
695 nm (Sowndhararajan i sur., 2011.). Reakcijsko vrijeme od 90 min je dovoljno za
postizanje maksimalne vrijednosti stvaranja kompleksa. lako se nastajanje zelenog
kompleksa mozZe odvijati na sobnoj temperaturi, iskoristenje se znatno povecava povisenjem
temperature. 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 predstavlja vecu antioksidacijsku aktivnost (Sowndhararajan i sur.,
2011.). Otapala kao Sto su etanol, metanol, dimetilsulfoksid i heksan ne ometaju mjerenje i

mogu se bez problema koristiti u ovoj metodi (Prieto i sur., 1999.).

Kod DPPH metode i fosfomolibden metode moze doci do prijenosa vodika i elektrona,
a taj prijenos se odvija pri razli¢itim redoks potencijalima i ovisi o strukturi antioksidansa.

Askorbinska kiselina, glutation, cistein, tokoferoli, polifenoli i aromatski amini imaju
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sposobnost doniranja vodika i elektrona i mogu se detektirati pomodu obje metode (Marwah

i sur., 2007.).

2.2.2.3. Hvatanje galvinoksil radikala

Galvinoksil radikal je radikal centriran na kisiku, komercijalno je dostupan i apsorbira
u vidljivom dijelu spektra s maksimumom pri 432 nm. U usporedbi s DPPH puno je reaktivniji
prema fenolima (Tirzitis i Bartosz, 2010.). Za detekciju galvinoksil radikala primjenjuje se EPR
spektroskopija, a radikal se kvantificira smanjenjem relativnog intenziteta signala uzorka s

antioksidansom u odnosu na onaj bez antioksidansa (Becker i sur., 2004.).

Slika 21 Galvinoksil radikal

Prema Zhao i Liu (2010.), sposobnost hvatanja galvinoksil radikala je veéa nego za
DPPH radikale, a neki autori pretpostavljaju da je slobodni elektron DPPH radikala stericki
zastic¢eniji nego kod galvinoksil radikala, pa je zato reakcija s DPPH sporija (Koprivnjak i sur.,
2008.). DPPH i galvinoksil su stabilni slobodni radikali koji prihvacaju elektron ili vodikov atom
da bi postale stabilne dijamagneti¢ne molekule. Cesto se koriste kao supstrati za odredivanje
antioksidacijske aktivnosti, a nespareni elektron je delokaliziran preko N i O atoma. U

principu, kod hvatanja ova dva radikala vidljiv je isti trend (Rodriguez i sur., 2007.).

Kod hvatanja galvinoksil radikala takoder postoje dva mehanizma, jedan koji ukljucuje

prijenos H atoma (j.1.), drugi koji ukljucuje prijenos elektrona i potom protona (j.2.).

G°+ ArOH - GH + ArO° -1

G*'+ ArOH - G~ + ArOH't - GH + Ar0* j.2.
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Mehanizam hvatanja galvinoksil radikala ovisi o otapalu, a oba mehanizma mogu se
pojavljivati i istovremeno. Prvi mehanizam prevladava u nepolarnim otapalima, a reakcija
uvelike ovisi o entalpiji disocijacije veze (bond dissociation enthalpies-BDE) antioksidansa i
GH. Na reakciju takoder utjeCe medusobni odnos koli¢ina antioksidansa i galvinoksil radikala.
U polarnim otapalima mogu nastati medustani¢ne vodikove veze izmedu hidroksilnih skupina
i molekula otapala. Vodikove veze tada sprjecavaju proces doniranja H atoma i olakSavaju
put opisan u j.2. U ovom slucaju prijenos elektrona je korak koji kontrolira brzinu reakcije, a
teoretski parametri koji odreduju ovu reakciju su ionizacijski potencijal (IP) antioksidansa i
galvinoksil radikala. IP antioksidansa mora biti manji od IP galvinoksil radikala. Za oba
mehanizma vrijedi Sto su manji ovi parametri, spoj je ucinkovitiji antioksidans (Wang i Zang,

2005.).

2.2.2.4. EPR metoda

Elektronska paramagentna ili elektronska spinska rezonancija (EPR ili ESR) je
spektroskopska tehnika koja je korisna za proudavanje strukture paramagnetskih vrsta.
Paramagnetske vrste imaju barem jedan nespareni elektron, pa samim time i magnetski
moment. To ukljuéuje ione prijelaznih metala, organske slobodne radikale i ione, kao i Cestice
u pobudenom stanju. EPR spektroskopija koristi mikrovalove za indukciju prijelaza izmedu
pojedinih energetskih nivoa elektronskog spina paramagnetskih vrsta (Butera i Waldeck,
2010.). EPR je jedina metoda koja direktno mjeri slobodne radikale. Djeluje na principu
apsorpcije mikrovalne energije kada se uzorak postavi u promjenjivo magnetsko polje (Djilas i

sur., 2002.).

Ova metoda ukljuéuje hvatanje reaktivnih, kratko Zivu¢ih slobodnih radikala
(proizvedenih u eksperimentalnom sustavu putem kemijske reakcije, toplinske degradacije,
fotokemijskom ekscitacijom). Antioksidacijska aktivnost se moZe pratiti eliminacijom ili

nestajanjem slobodnog radikala u sustavu (Polovka, 2006.).

EPR spektroskopija je relativno nova metoda za ispitivanje antioksidacijske aktivnosti i
lipidne oksidacije, ali je vrlo obecdavajuda, jer direktno mjeri koncentraciju slobodnih radikala
(Becker i sur., 2004.). Prednost EPR tehnike je u tome Sto se na ovaj nacin detektiraju samo
slobodni radikali, ¢ak i u vrlo niskim koncentracijama (Pedersen i sur., 2007.).
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Kategoriziranje antioksidacijske aktivnosti na temelju odredivanja hvatanja DPPH
radikala i galvinoksil radikala se podudara s rezultatima dobivenim za odredene namirnice,

iako se modeli u potpunosti razlikuju (Becker i sur., 2004.).

2.2.3. Kumarini kao antioksidansi

Kumarinska jezgra, koju karakterizira stiril karbonilna skupina, sudjeluje u hvatanju
kisikovih reaktivnih vrsta kao i u sprjeavanju oSteéenja nastalih slobodnim radikalima
(Manojkumar i sur., 2009.a). Antioksidacijska aktivnost kumarina i njihovih metabolita ili
derivata uvelike ovisi o njihovoj strukturi (Natella i sur., 2010.) i predmet je istrazivanja
brojnih znanstvenika, dok farmakoloska i biokemijska svojstva kumarina, kao i njihova
terapeutska primjena ovise o supstitutentima (Malhotra i sur., 2008.). Veliki broj kumarina
pokazuje antioksidacijska svojstva na nacin da utjee na stvaranje i hvatanje ROS-ova, a to
djelovanje ukljucuje razlicite mehanizme. Kumarini mogu vezati Fe(lll) i na taj nacin inhibirati
formaciju hidroksilnih radikala i vodikova peroksida koji nastaju u Fentonovoj reakciji, dok
neki hidroksilirani kumarini djeluju i kao inhibitori ksantin oksidaze (Vukovic i sur., 2010.;
Traykova i Kostova, 2005.). Neki derivati kumarina pokazuju znacdajnu inhibiciju lipidne
peroksidacije (Roussaki i sur., 2010.; Bailly i sur., 2004.), kao i dobru aktivnost hvatanja DPPH
radikala (Bailly i sur., 2004.).

Hidroksikumarini su tipicni fenolni spojevi i djeluju kao potentni kelatori metala i/ili
hvataci slobodnih radikala, Sto im daje jaka antioksidacijska svojstva. Da bi posjedovao
antioksidacijsku aktivnost kumarin mora imati barem jednu hidroksilnu skupinu (Traykova i
Kostova, 2005.), jer je dokazano da su hidroksilne skupine hidroksikumarina potentni donori
vodika (elektrona) slobodnim radikalima zbog delokalizacije elektrona kroz molekulu
(Vukovic i sur., 2010.). Za hidroksikumarine se smatra da se ponasaju kao klasi¢ni fenolni ili
kinolni antioksidansi, kod kojih hidroksilna skupina na aromatskom prstenu moZze provesti
redukciju doniranjem elektrona slobodnom radikalu. Nastali fenoksil radikal ili semikinon su
stabilizirani ili prisutnoséu glomaznih ili elektron akceptirajuéih skupina ili se mogu dalje
oksidirati doniranjem jednog elektrona od strane druge hidroksilne skupine pri cemu nastaju
kinonski produkti (Pedersen i sur., 2007.). Antioksidacijska svojstva monohidroksikumarina se

povezuju s njihovom sposobnoséu hvatanja slobodnih radikala i inhibicijom tirozin kinaza.
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Antioksidacijska aktivnost se povecava ako je OH skupina na flavonoidnom prstenu, a
smanjuje ako se vodik zamijeni metoksilnom ili metil skupinom u molekuli. Tako da je 7-
metilkumarin antioksidans, 4-metilkumarin prooksidans, a 7-hidroksi-4-metilkumarin
antioksidans ili prooksidans ovisno o izvoru slobodnih radikala. Ako je OH skupina u polozZaju
3 onda je taj spoj inhibitor 5-lipoksigenaze i a-D-glukozidaze. Dihidroksikumarini su bolji
antioksidansi od monohidroksikumarina, a OH skupine blizu C6 i C7 imaju vazinu ulogu u
inhibiciji tirozinaze gljiva (Traykova i Kostova, 2005.). Kod jednostavnih kumarina orto-
dihidroksi supstitucija i 3,4-dvostruka veza imaju vaznu ulogu u antioksidacijskoj aktivnosti
(Wuaisur., 2007.), a prisutnost kateholne skupine povecava antioksidacijsku aktivnost spoja,
jer kod flavonoida i kumarina stvara rezonancijom stabilizirani radikal koji povecava
sposobnost hvatanja slobodnih radikala (Roussaki i sur., 2010.). Kumarini s orto-
dihidroksilnim skupinama, kao fraksetin i 4-metildafnetin, su potentni inhibitori lipidne
peroksidacije i hvataci radikala superoksid aniona, kao i alkilperoksil radikala u vodi.
Medutim, oni mogu djelovati i kao prooksidansi (povecavaju generaciju hidroksilnih radikala)
u prisutnosti slobodnih iona Zeljeza. ROS-ove hvataju keliranjem Zeljeza i redukcijom
Zeljeznih iona (Atta-ur-Rahman, 2000.; Traykova i Kostova, 2005.). Fenolni spojevi s
kateholnom skupinom (3,4-(OH),) skupinom su najjaci hvataci slobodnih radikala i mogu se
korisiti kao antioksidansi za kidanje lanca. Velika antiradikalska i antioksidacijska aktivnost
fenolnih antiokisdanasa s kateholnom skupinom se objasnjava mogu¢im mehanizmom
homo-disproporcionacije njihovog semikinonskog radikala koji nastaje. Aktivnost
antioksidansa ne ovisi samo o strukturnim karakteristikama, ve¢ i o karakteristikama

supstrata koji se oksidira i primijenjenim eksperimentalnim uvjetima (Kancheva i sur., 2010.).

4-Metilkumarini su se pokazali kao dobri antioksidansi prema oksidaciji LDL, pri ¢emu
je jasno vidljiv utjecaj tipa i poloZaja supstituenata (Natella i sur., 2010.). 4-Metilkumarini koji
na sebi imaju dvije hidroksilne ili acetoksi skupine na benzenskom prstenu u orto polozaju (u
medusobnom poloZaju) pokazuju vrlo visoku antioksidacijsku aktivnost i sposobnost hvatanja
slobodnih radikala (Malhotra i sur., 2008.). Mehanizam hvatanja azidnih radikala pomocu
DHMC (7,8-dihidroksi-4-metilkumarina) i DAMC (7,8-diacetoksi-4-metilkumarina) je prema
pretpostavci Malhotra i sur. (2008.) vrlo slican mehanizmu hvatanja reaktivnih kisikovih vrsta,

pri ¢emu oksidacijom DAMC i DHMC pomocu slobodnih radikala nastaju radikalski kationi koji
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mogu otpustiti acetil karbkation pri ¢emu nastaje fenoksi radikal (Slika 22) (Malhotra i sur.,

2008.).
OH
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Slika 22 Mehanizam hvatanja azidnih radikala pomo¢u DHMC i DAMC (Malhotra i sur., 2008.)

Velika aktivnost 7,8-dihidroksi-4-metilkumarina se pripisuje njegovoj vecoj
sposobnosti stvaranja unutarmolekularnih vodikovih veza, koja stiti OH skupine od stvaranja
medumolekularnih vodikovih veza s otapalom i na taj nacin €uva njegovu sposobnost
doniranja vodikovog atoma, tj. antioksidacijsku aktivnost (Natella i sur., 2010.). 7,8-
Dihidroksi-4-metilkumarin i 7,8-diacetoksi-4-metilkumarin pokazuju snaznu aktivnost in vivo
kao inhibitori membranske lipidne peroksidacije (Petrucci i sur., 2010.), a takoder je
dokazano da uz izvrsnu sposobnost hvatanja slobodnih radikala, mogu zaustaviti lanéanu
reakciju i propagaciju lipidne peroksidacije (Malhotra i sur., 2008.). Usporedbom
monohidroksi i monoacetoksikumarina i dihidroksi i diacetoksikumarina pokazalo se da di
derivati imaju puno veéu aktivnost inhibicije lipidne peroksidacije, osobito oni koji imaju dvije
skupine u medusobnom orto polazaju na benzenskom prstenu. Oni zaustavljaju lancanu
reakciju i propagaciju lipidne peroksidacije, a pokazali su se i kao izvrsni hvataci slobodnih
radikala. 7-Hidroksikumarin, naime, posjeduje vrlo nisku antioksidacijsku aktivnost (Foti i
sur., 1996.). Petrucci i sur. (2010.) na temelju elektrokemijskih i spektroelektrokemijskih
podataka pretpostavljaju da se anodna oksidacija DHMC u aproticnom mediju odvija u
jednom koraku putem reverzibilnog mehanizma prijenosa dva elektrona, nakon kojeg slijedi

prijenos H atoma i dovodi do nastanka fenoksonij kationa (Slika 23).
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OH OH™*
HO 0

Slika 23 Nastajanje fenoksonij kationa

Prema ovom istrazivanju oksidativhog mehanizma, bilo da se radi o prijenosu H atoma
ili elektrona, produkt oksidacije ima reverzibilnu kinoidnu strukturu. U drugu ruku, DAMC ne
bi trebao djelovati kao antioksidans, ni po jednom od ova dva mehanizma. Njegova aktivnost
moze biti posljedicom toga da on hidrolizira na DHMC, s potencijalnim sinergisti¢kim
djelovanjem zbog sudjelovanja acetoksi skupine u nus ili glavnoj reakciji (Petrucci i sur.,

2010.).

U prisutnosti dva ekvivalenta jace baze, dolazi do generacije dianiona DHMC (Q), a
anodni proces se mijenja u mehanizam od dva koraka u kojem se prenose dva elektrona,
preko radikalskog aniona (semikinon DHMC Q") i onda do konagnog produkta neutralne

kinoidne strukture (Q) (Slika 24) (Petrucci i sur., 2010.).

Q:D Q

Slika 24 Mehanizam oksidacije DHMC u prisutnosti jace baze

Dihidroksi i diacetoksi derivati kumarina pokazuju puno veéu sposobnost inhibicije
lipidne peroksidacije od mono derivata, a takoder posjeduju sposobnost zaustavljanja
lanéane reakcije nastajanja slobodnih radikala i propagacije lipidne peroksidacije uz izvrsnu

sposobnost hvatanja slobodnih radikala. lzvrsna aktivnost hvatanja slobodnih radikala
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dihidroksi derivata 4-metilkumarina se povezuje s moguc¢noséu orto dihidroksi sustava da

tvori stabilni rezonancijom stabilizirani radikal (Slika 25) (Raj i sur., 1998.).

H
o)

Slika 25 Rezonancijom stabilizirani slobodni radikal dihidroksi 4-metil kumarina

Eskuletin, koji posjeduje visoku antioksidacijsku aktivnost, suzbija aktivaciju NF-kB
(transkripcijski faktor koji kontrolira ekspresiju gena koji sudjeluju u imunoloSkom odgovoru
organizma, apoptozi i stanicnom ciklusu) i ekspresiju COX-2 (ciklooksigenaza) pri ¢emu
djeluje protuupalno, a pokazao se i dobrim u inhibiciji ksantin oksidaze kao i hvatanju ROS

(Lin i sur., 2008.).

Furanokumarini su se takoder pokazali kao dobri hvatac¢i DPPH radikala, Sto je u
korelaciji s brojem fenolnih hidroksilnih skupina u njihovoj strukturi (Cavar i sur., 2009.), dok
su Tyiagi i sur. (2005.) dokazali vaznost amino skupine za postizanje antioksidacijske

aktivnhosti 4-metilkumarina.

Prema nekim autorima i neki biljni kumarini bi mogli imati vaznu ulogu kao
prehrambeni antioksidansi konzumacijom nekih namirnica kao Sto su voée i povrée u kojima

su inace prisutni (Ramesh i Pugalendi, 2005.).

2.3. KUMARINI | PLUESNI

Osim Sto rast mikroorganizama narusava estetski izgled namirnica, njihova prisutnost
moze biti uzrokom brojnih zdravstvenih problema kod ljudi. Naime, udisanje spora i
fragmenata hifa plijesni moZe uzrokovati alergije, infekcije i razna toksi¢na oboljenja, ovisno
o vrsti plijesni, izloZzenosti i opéem zdravstvenom stanju osobe, dok izloZenost mikotoksinima

moze rezultirati pojavom brojnih oboljenja, koja se jednim imenom nazivaju mikotoksikoze
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(Jarvis i Miller, 2005.). Prisutnost mikotoksina u hrani za ljude ili stoku predstavlja jedan od
goruéih problema danasnjice, jer mikotoksini, ovisno o strukturi i razini izloZzenosti, mogu
uzrokovati mnoStvo akutnih i kroni¢nih oboljenja kod ljudi i Zivotinja (Richard, 2007.; Sforza i

sur., 2006.).

Mnoge toksikogene plijesni su sveprisutne i imaju jaku ekoloSku povezanost s
ljudskom prehranom (Tablica 2). Prirodnom fungalnom florom koja se javlja u svezi s
prehranom dominiraju tri roda: Aspergillus, Fusarium i Penicillium. Fusarium vrste su
destruktivni patogeni na Zitaricama i drugim namirnicama i proizvode mikotoksine prije ili
nakon Zetve. Neke vrste Aspergillusa i Penicilliuma su i biljni patogeni, ali se ¢eSée povezuju s
namirnicama i hranom tijekom susSenja i skladistenja. A. flavus i A. parasiticus pokazuju
izraziti afinitet prema orasastim plodovima i uljaricama. A. ochraceus se povezuje sa susSenom
hranom (Pitt, 2000.). Gubici uzrokovani bolestima nakon branja mogu biti i do 25%, a javljaju
se kao rezultat loseg rukovanja tijekom berbe, procesiranja, skladistenja i/ili transporta. U
tropskim podrucjima gubici mogu biti i do 50% zbog povisenih temperatura pri kojima je
ubrzana senescencija. Sirovi materijal, poluproizvodi i gotovi proizvodi mogu biti
kontaminirani sporama i fragmentima micelija iz okolisa. Kontaminacija se moze dogoditi u
razli¢itim fazama proizvodnje — tijekom rasta, zrenja ili branja na polju, tijekom prerade u
tvornici i tijekom skladiStenja gotovih proizvoda. Fusarium, Alternaria, Cladosporium i

Claviceps su vrlo €esti na usjevima u polju i mogu smanijiti kvalitetu zrna.

Tablica 2 Najcesce plijesni namirnica (Frisvad i sur., 2007.)

Skupina Namirnica Vrsta plijesni*

Mahunarke Crni grah Alternaria alternata, Aspergillus flavus, Aspergillus
ochraceus, Aspergillus parasiticus, Fusarium
proliferatum, Penicillium citrinum

Zitarice Kukuruz Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus
ochraceus, Fusarium graminearum, Fusarium
proliferatum, Fusarium verticillioides, P. citrinum

Riza Aspergillus flavus, Asp. niger, P. citrinum

RazZeni kruh Eurotium repens, Eur. rubrum, P. carneum, P.
paneum, P. roqueforti

Sirak Alt. alternata, Aspergillus flavus, Fusarium
verticillioides, F. semitectum, P. citrinum

PsSenicni kruh Aspergillus flavus, Eur. repens, Eur. rubrum

PSenica,raz, jeCam, Alt. tenuissima i infectoria sp.-grp., Aspergillus
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Sir

Kava

Voce

Meso

Orasasti plodovi

Uljarice

Povrée

zob

Tvrdi sir

Monsunska kava
Tradicionalna kava

Citrusi

Suseno voce

Vocni sok

Grozde
Komina i kostice
Kobasice

Bademi, ljeSnjaci,
pistacije, orasi

Masline
Kikiriki
Suncokret

DBumbir

Luk i ¢esnjak
Paprika babura
Papar

Krumpir
Rajcica

Slatki krumpir

Cips od slatkog
krumpira

flavus, Asp. parasiticus, F. avenaceum, F. culmorum,
Fusarium graminearum, P. aurantiogriseum, P.
cyclopium, P. freii, P. melanoconidium, P. polonicum,
P. verrucosum

Asp. versicolor, P. commune, P. discolor, P.
nalgiovense, P. solitum

Asp. candidus, Asp. niger, Asp. tamarii

Asp. carbonarius, Asp. steynii, Asp. westerdijkiae, P.
citrinum

Alt. tangelonis, Alt. tenuissima sp.-grp., Alt.
turkisafria, P. digitatum, P. italicum

Asp. carbonarius, Aspergillus flavus, Asp. niger,
Aspergillus ochraceus, Xeromyces bisporus,
Wallemia sebi

Byssochlamys nivea, B. spectabilis (=Paecilomyces
variotii), Eupenicillium spp., Neosartorya spp,.
Talaromyces spp.

Asp. carbonarius, Asp. niger, Asp. tubingensis, P.
expansum

Alt. arborescens sp.-grp., Alt. tenuissima sp.-grp., F.
lateritium, P. crustosum, P. expansum, P. solitum

P. nalgiovense, P. nordicum, P. olsonii, P.
chrysogenum, Eurotium spp.

Alt. arborescens sp.-grp., Aspergillus flavus, Asp.
niger, Asp. tamari, F. acuminatum, F. avenaceum,
F. semitectum, P. crustosum, P. discolor

Alt. alternata, Asp. versicolor, P. citrinum, P.
expansum

Aspergillus flavus, Asp. niger

Alt. alternata, Aspergillus flavus, Asp. niger, Asp.
parasiticus, Fusarium verticillioides, F. semitectum
P. brevicompactum

P. allii, P. glabrum, Petromyces alliaceus

Alt. alternata

Aspergillus flavus, Asp. parasiticus, Asp. tamarii
Alt. alternata, Alt. solani, F. coeruleum., F.
sambucinum

Alt. alternata, Alt. subtropica, Alt. tenuissima sp.-
grp., P. expansum, P. olsonii, P. tularense,
Stemphylium eturmiunum, St. solani
Botryosphaeria rhodina, Fusarium verticillioides, P.
sclerotigenum

Aspergillus flavus, Asp. niger

*Plijesni oznacene podebljano su bile predmet antifungalnog ispitivanja u ovom doktorskom radu.
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2.3.1. Plijesni roda Aspergillus

2.3.1.1. Aspergillus flavus

Rod Aspergillus ukljuCuje preko 185 poznatih vrsta, od kojih su oko 20 poznati kao
uzrocnici razli¢itih infekcija kod ljudi i Zivotinja. Jedna od najopasnijih vrsta, uz Aspergillus
fumigatus, je Aspergillus flavus, plijesan vrlo rasprostranjena u prirodi, koja uzrokuje
invazivne i neinvazivne aspergiloze kod ljudi i Zivotinja. A. flavus je saprofitna plijesan koja
moze prezivjeti na mnostvu tvari organskog podrijetla, biljnim ostacima, lis¢u, raspadnutom
drvetu, Zivotinjskoj hrani, pamuku, kompostu, uginulim insketima i strvinama Zivotinja,
zatvorenim (s provjetravanjem) i otvorenim prostorima, skladistenom zrnju, pa c¢ak i na
ljudima i Zivotinjama. Optimalna temperatura za njezin rast je 28 — 37 °C, a mozZe rasti u
Sirokom rasponu temperatura, od 12 - 48 °C (Yu i sur., 2005.) i pri aktivitetu 0,86 — 0,96
(Hedayati i sur., 2007.). Temperaturna tolerancija pogoduje njezinoj patogenosti na ljudima i
drugim toplokrvnim Zivotinjama (Yu i sur., 2005.), a njezina sposobnost da preZivi u teskim
uvjetima joj omoguéava da nadvlada druge organizme za supstrate na tlu ili biljkama
(Hedayati i sur., 2007.). Ova plijesan se uglavnom nalazi u obliku micelija ili aseksualnih spora
konidija, a u loSim uvjetima, poput suse ili nedostatne prehrane, micelij tvori strukturu koja
se naziva sklerocij. Plijesan prezimi ili u obliku spore ili kao sklerocij, koji pri povoljnim

uvjetima germinira i tvori nove kolonije (Yu i sur., 2005.).

Poput drugih Aspergillus vrsta, A. flavus je vrlo rasirena, Sto je vjerojatno rezultat
razvoja mnostva konidija koje se prenose zrakom i vrlo lako dispergiraju bilo kretanjem zraka
ili insektima. Boja plijesni je ljubicasta, Zuta ili zelena do smeda sa zlatnim do crveno smedim
nalicjem (Slika 26) (Heyadati i sur., 2007.). A. flavus sintetizira mnosStvo sekundarnih
metabolita, ukljucujuéi aflatoksine, jedne od najtoksicnijih i najpotentnijih karcinogenih
prirodnih spojeva, koji uzrokuju aflatoksikoze i induciraju rak kod sisavaca. A. flavus je uz to i
oportunisticki patogen brojnih Zitarica (kukuruz, pamuk, kikiriki) i kontaminira ih
aflatoksinima, pri ¢emu uzrokuje gubitke na urodu i smanjuje njegovu kvalitetu (Yu i sur.,

2005.).

Siroki spektar bolesti koje uzrokuju Aspergillus vrste, uklju¢ujuéi A. flavus se nazivaju
aspergiloze. Aspergiloze obuhvacaju bolesti od raznih alergija, npr. alergijske

bronhopulmonarne aspergiloze, do pulmonarnih aspergiloma, kao i do opasnih infekcija. U
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vedini slucajeva A. flavus izaziva ozbiljna oboljenja samo kod pojedinaca s oslabljenim
imunitetom, medutim i zdravi ljudi mogu oboljeti. Na trziStu ne postoji ucinkovito
antifungalno sredstvo za kontrolu fungalnog rasta kod ljudi, pa su invazivne aspergiloze
uglavnom fatalne. Zato postoji potreba za boljim lijekovima za tretiranje aspergiloza (Yu i

sur., 2005.).

A. flavus takoder uzrokuje bolesti mnogih ratarskih kultura, kukuruza, pamuka,
kikirikija i razlicitih orasastih proizvoda. Ovaj mikroorganizam je razvio mehanizam da napada
sve vrste plodova, onih koji se razvijaju u tlu i iznad tla. Pod odredenim povoljnim uvjetima
uzrokuje pljesnivost kukuruza, a kako moze rasti pri niskom aktivitetu vode, nastanjuje i
sjemenke i zrna uljarica. Povisena okolna temperatura i stres kojem je biljka izloZena
pogoduju infekcijama ovom plijesni. Mikotoksini koje ova plijesan sintetizira su aflatoksini, B1
i B2, ciklopijazoni¢na kiselina, kojicna kiselina, B-nitropropionska kiselina, aspertoksin,
aflatrem i aspergilicna kiselina. Najtoksicniji i dominantni mikotoksin je aflatoksin B1, koji je
hepatokarcinogen. Aflatoksin M1 je glavni metabolic¢ki proizvod aflatoksina B1 i obi¢no se
izlu€uje u mlijeku i urinu mlije¢ne stoke i drugih sisavaca, koji su konzumirali namirnice
kontaminirane aflatoksinima. Aflatoksini koje proizvodi A. flavus su hepatotoksiéni i
karcinogeni, ovisno o razini i trajanju izloZzenosti. Bolesti izazvane konzumacijom namirnica
zarazenih aflatoksinima nazivaju se aflatoksikoze. Akutne aflatoksikoze nastaju kada se
konzumira umjerena do visoka koli¢ina aflatoksina, a simptomi ukljuéuju akutna oStecenja

jetre, akutnu nekrozu, cirozu ili u nekim slu¢ajevima otkazivanje jetre i smrt (Yu i sur., 2005.).

Slika 26 Aspergillus flavus
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A. flavus se najceSc¢e povezuje s bolesti kukuruza koja se naziva trulez kukuruza (Slika
27), gdje dolazi do razvoja sivo-zelenih spora na povrsini kukuruza, a takoder postoji i
mogucnost biosinteze aflatoksina dok vlaga ne dostigne razinu od 15%. Visoke temperature,
susa i ozljede uzrokovane insektima mogu dovesti do povecane biosinteze aflatoksina u

kukuruzu (Schmale i Munkvold, 2008.)
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Slika 27 TrulezZ klipa izazvana A. flavusom i bolest kikirikija poznata kao Zuta plijesan

2.3.1.2. Aspergillus ochraceus

Aspergillus ochraceus (Slika 28) je plijesan koja vrlo dobro raste na temperaturi 37 °C,

a maksimalna temperatura rasta je 40 °C (Ozegovic i Pepeljnjak, 1995.).

A. ochraceus je izoliran iz mnosStva namirnica, ali se naj¢eSée nalazi u susenoj i
skladistenoj hrani, kao soji, paprici, suSenom vocu, dimljenoj ribi, usoljenoj suhoj ribi,
susenom grahu, biltongu (vrsta suSenog mesa), slanutku, uljanoj repici, siemenu sezama prije
i nakon fermentacije, itd. Jo$ jedan od glavnih izvora su i oraSasti plodovi, kikiriki, americki
orah, pistacije, ljeSnjaci, orasi. A. ochraceus je takoder pronadena i u Zitaricama i proizvodima
od Zitarica, kao i u rizi i je€mu, kukuruzu i kukuruznim proizvodima, snack proizvodima od
Zitarica, pSenici, brasnu i mekinjama. NesSto rjede se nalazi u zacinima, manioki, crnim

maslinama i mesnim preradevinama (Pitt i Hocking, 2009.).
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Slika 28 Aspergillus ochraceus

Mogucnost sinteze toksi¢nih tvari kod plijesni A. ochraceus je otkrivena u laboratoriju, kada
su identificirana tri vazna toksina — najobilniji i najtoksi¢niji, ohratoksin A, u manjoj koli€ini i
manje toksi¢ni ohratoksini B i C. A. ochraceus sintetizira i penicilinsku kiselinu i emodin
(Ozegovi¢ i Pepeljnjak, 1995.). Ohratoksini su sekundarni metaboliti plijesni koji mogu
kontaminirati zrna, mahunarke, kavu, suseno voée, pivo ili vino i meso (Bayman i sur., 2002.),
a po svojoj strukturi su derivat iizokumarina (Dembitsky i Zolstikov, 2004.). Oni su potentni
nefrotoksini, karcinogeni, teratogeni i imunotoksini kod Stakora, kao i kod ljudi (Bayman i

sur., 2002.).

2.3.2. Plijesni roda Fusarium

Pripadnici roda Fusarium su Siroko rasprostranjene plijesni tla i znanstvenici ih vrlo

Cesto izdvajaju kao biljne patogene (Carpinella i sur., 2005.).
2.3.2.1. Fusarium graminearum

Optimalni raspon temperatura rasta ove plijesni je 24-26 °C u krutom i teku¢em
mediju pri pH 6,7 — 7,2. Minimalni a, nuZan za rast je oko 0,90 na 15 — 25 °C, dok je
minimalni pH za rast ovisan o temperaturi i kre¢e se oko 3,0 na 25 °Ci 37 °Ci 2,4 na 30 °C.
Maksimalni pH je oko 9,5 na 37 °C i veéi od 10,2 na nizim temperaturama (Ozegovic i

Pepeljnjak, 1995.).
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Slika 29 Makrokonidija plijesni Fusarium graminearum (INRA, 2011.)

F. graminearum (Slika 29) je primarno patogen travnatih biljaka, osobito pSenice,
kukuruza i jeéma, a nalazimo ga i na Seéernoj repi, soji, sirku i tritikalijama, krumpiru i
bundevama, kao i bananama (Pitt i Hocking, 2009.).

Osim kod psSenice, uzrokuje i bolesti kukuruza, rjede je¢ma (Pitt i Hocking, 2009.;

Goswami i Kistler, 2004.), koje mogu izazvati propadanje cijelog uroda u samo nekoliko

tjedana (Goswami i Kistler, 2004).

Slika 30 Klas pSenice koji pokazuje simptome bolesti fuzarijske palezi klasa uzrokovane

plijesni Fusarium graminearum.

A — Promjene su vidljive na tre¢em zrnu od dolje koje pokazuje tamne nekroticne lezije te na drugom i petom
zrnu (Goswami i Kistler, 2004.); B — zdrava psenica (lijevo) i pSenica kontaminirana F. graminearum (desno)

(Davis, 2007.)
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Primarna zaraza usjeva dolazi od strane inficiranih ostataka biljaka na kojima plijesan
prezimi kao saprofitski micelij. Toplo i vlazno vrijeme u prolje¢e pogoduje razvoju konidija i
peritecija, koji proizvode askospore za vrijeme cvjetanja Zitarica, koje se potom otpustaju i
prenose vjetrom, kiSom ili insketima do drugih biljaka. Ova plijesan uzrokuje sterilnost klasi¢a
i formaciju bezbojnih, uvelih zrna i na taj nacin smanjenje prinosa i kvalitete uroda. Ovo
otezava prodaju, izvoz i preradu inficiranog zrna, koje pored navedenog mozZe sadrzavati i
odredenu koli¢inu trihotecena i estrogenih mikotoksina, zearalenona (Goswami i Kistler,

2004.).

F. graminearum sintetizira mnostvo mikotoksina, a dosad je pronadeno oko 50
toksi¢nih tvari. Najvazniji su trihoteceni tipa B — deoksinivalenol i njegovi derivati 3-
acetildeoksinivalenol i 15-acetildeoksinivalenol, nivalenol i njegovi derivati, te zearalenon.
Ostali toksini uklju€uju aurofuzarin, kulmorine, fuzarin C i steroide, butenolid, sambucinol,

kalonektrin i slicne spojeve (OZegovi¢ i Pepeljnjak, 1995.).

Trihoteceni, kao deoksinivalenol, koji je poznat i kao vomitoksin, su
seskvenoterpenoidi i potentni su inhibitori biosinteze proteina kod eukariota (Goswami i
Kistler, 2004.). Akutno Stetno djelovanje na Zivotinje ukljuuje odbijanje hrane, proljev,
alimentarno krvarenje i kontaktni dermatitis, dok se kod ljudi F. graminearum povezuje s
alimentarnom toksicnom aleukijom, i Akakabi toksikozom, boleséu karakteriziranom

mucninom, povraéanjem, anoreksijom i gréevima (Goswami i Kistler, 2004.).

Stalna upotreba fungicida na bazi benzimidazola u nekim zemljama (isto¢na Kina)
uzrokuje pojavu otpornih sojeva ove plijesni i oni s vremenom postaju dominantni (Shi i

Zhou, 2011.).

2.3.2.2. Fusarium verticillioides

Fusarium verticillioides (Slika 31) je Siroko rasprostranjena u tropskim i umjereno
vlaznim podrucjima. Maksimalni raspon temperatura na kojoj raste ova plijesan je 32 — 37 °C,
minimalni 2,5 - 5 °C, dok je optimum oko 25 °C. Minimalni a,, za rast je 0,87 na 25 °C nakon

cetveromjesecne germinacije (Carpinella i sur., 2005.).
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Slika 31 (a) Makro- i mikrokonidija (b i c) plijesni Fusarium verticillioides (Pelizza i sur.,

2010.)

F. verticillioides je endemski patogen na kukuruzu, gdje uzrokuje razli¢ite bolesti, a
moze biti prisutna u svim stadijima razvoja ove biljke i uzrokuje smanjenje prinosa i kvalitete
ove Zitarice. Ova plijesan je takoder patogen i na drugim biljkama kao sirku, rizZi, prosu, kao i
na nekim orasastim plodovima, poput ljeSnjaka, ameri¢kog oraha, kikirikija, uljaricama poput
suncokreta, soje, zacinima (korijander, piskavica, kardamon i papar), i dr.. Fusarium
verticillioides uzrokuje trulez naranci za vrijeme skladiStenja i drugih citrusa, ¢eSnjaka, slatkog

krumpira, ananasa, banana, Sparoga (Pitt i Hocking, 2009.).
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Slika 32 Trulez kukuruza izazvana F. verticillioidesom (lglesias i sur., 2007.)

F. verticillioides moze inficirati zrna bez vidljivih vanjskih simptoma, ali ipak utjecati na

kvalitetu biosintezom mikotoksina, osobito fumonizina (Carpinella i sur., 2005.).

Glavni mikotoksin koji ova plijesan proizvodi je fumonizin B. lzolati plijesni F.
verticillioides iz kukuruza dokazano proizvode fumonizine B1 i B2, ali mogu proizvoditi i
fuzarine, fuzari¢nu kiselinu i naftokinone (OZegovi¢ i Pepeljnjak, 1995.). Fumonizini su prvi
puta izolirani iz plijesni Fusarium verticillioides (stari naziv Fusarium moniliforme) u juznoj
Africi, a najtoksi¢niji od fumonizina je fumonizin B1, koji se Cesto pojavljuje na Zitaricama
(Asrani i sur., 2006.). Prisutnost ove plijesni ili mikotoksina koje proizvodi predstavlja veliki
problem u zemljama u razvoju, gdje je kukuruz osnovna prehrambena sirovina (Carpinella i
sur., 2005.). Preko kontaminiranih Zitarica i namirnica dobivenih iz Zitarica fumonizin B1
moze uzrokovati brojne bolesti kod Zivotinja, konjsku leukoencefalomalaciju, svinjski pluéni
edem i sindrom hidrotoraksa. Fumonizin B1 takoder uzrokuje toksi¢nost i rak jetre u Stakora i
aterosklerozu kod majmuna (Asrani i sur., 2006.), bolesti jetre i bubrega, karcinogenezu,
neurotoksi¢nost, pluéni edem, imunosupresiju ili imunostimulaciju, i ometa sfingolipidnu
biosintezu inhibicijom ceramid sintaze kod ljudi i Zivotinja (Carpinella i sur., 2005.).
Nedostatak sfingolipida ometa funkciju membranskih receptora, ukljuéujuéi transportere
folata, Sto bi moglo biti objasnjenje za uofenu vezu unosa kontaminiranih proizvoda od

kukuruza i veéeg rizika defekta neuralne cijevi (Marasas i sur., 2004).
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2.3.3. Antifungalno djelovanje kumarina

Mnostvo je antifungalnih sredstava biljnog porijekla, koji mogu biti sastavni dio biljke
ili se sintetiziraju kada se biljka nade u odredenim (nepovoljnim) uvjetima. U ovu posljednju
skupinu se ubrajaju i kumarini (Sardari i sur., 1999.), koji pokazuju izvrsna antifungalna
svojstva (Tablica 3). Biljni ekstrakti koji sadrZe derivate kumarina pokazuju antifungalno
djelovanje (Shi i Zhou, 2011.)., a kao dobri inhibitori rasta bakterija i plijesni, kumarini
inhibiraju i one otporne na meticilin (Staphylococcus aureus) i flukonazol (A. fumigatus) (Shi i

Zhou, 2011.).

Kumarin je alelokemijska tvar koja snazno inhibira plijesan F. oxysporum f. sp. niveum
(Wu i sur., 2008.). Uglavnom suzbija rast hifa, sporulaciju i aktivnost enzima povezanih s
patogenezom, dok snazno potice iskoristenje mikotoksina i germinaciju konidija (Wu i sur.,
2008.). Kumarin inhibira germinaciju spora plijesni Aspergillus niger, Penicillium glaucum i

Rhizopus nigricans (Atta-ur-Rahman, 2000.).

Fungitoksi¢na aktivnost derivata kumarina ovisi o poloZaju i prirodi funkcionalnih
skupina na kumarinskom prstenu i supstituirani derivati kumarina su aktivniji od samog
kumarina (Singh i sur., 1987.). Prisutnost fenolnih, hidroksilnih i karboksilnih skupina na
kumarinskoj jezgri se smatra nuznom za postizanje antimikrobne aktivnosti (Soltani i sur.,
2009.), pa su Sardari i sur. (1999.) pokazali da je za antifungalno djelovanje vazna slobodna 6-
OH skupina, jer se supstitucijom s alkilnim ili arilnim skupinama smanjuje aktivnost, dok
alkilirani derivati 7-hidroksikumarina pokazuju antifungalno i antibakterijsko djelovanje. Osim
aromatske hidroksilne skupine i dodatne oksigenirane funkcionalne skupine (eterske ili
esterske) u polozaju 6 ili 7 doprinose antifungalnoj aktivnosti (Sardari i sur., 1999.). Kao Sto se
slobodna 6-OH skupina na kumarinskom prstenu pokazala vaznom za postizanje antifungalne
aktivnosti, slobodna 7-OH skupina se pokazala vaznom za antibakterijsku aktivnost. Prilikom
hidroksilacije aromatskog prstena kumarina u svrhu povecanja antifungalne aktivnosti, a
prema istrazivanju inhibicije rasta plijesni F. oxysporum i Trichoderma harzionum, vazan je i
broj hidroksilnih skupina, koje su se pokazale vaznima i za postizanje antifungalne aktivnosti
prema ljudskim patogenim plijesnima. Alkilacijom hidroksilnih skupina u polozaju C4 i C7
takoder se moZe utjecati na antifungalnu aktivnost kumarina, koja se prema pet Aspergillus

vrsta dramati¢no povecala (Atta-ur-Rahman, 2000.). Mladenovi¢ i sur. (2009.) pokazali su
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vaznost nitro skupine za postizanje antifungalne aktivnosti. Prema Brookeru i suradnicima
(2007.; 2008.) halogenirani kumarini pokazuju snazno antifungalno djelovanje, osobito

derivati halogenirani klorom.

Prisutnost esterske ili karboksilne skupine je vazina i za inhibiciju Gram-pozitivnih i
Gram-negativnih bakterija (Borges i sur., 2005.) i povecanje antimikrobne aktivnosti kod 7-
hidroksikumarina (Farshori i sur., 2011.). Odredeni derivati 7-hidroksikumarina pokazuju
antifungalnu aktivnost prema kvascima Candida parapsilosis, C. neoformans i C. albicans

(Farshori i sur., 2011.).

Herniarin (7-metoksikumarin ili ajapanin) pokazuje antifungalnu aktivnost prema
Aspergillus glaucus i A. flavus, pod difuznim svjetlom i u tami (Atta-ur-Rahman, 2000.), kao i
prema Rhizoctonia solani, Fusarium sporotrichum, F. moniliforme, A. niger i Penicillium
notatum i to bolje od ketonazola, koji se obi¢no koristi kao pozitivna kontrola, dok 4-metil-
6,7-dimetoksikumarin i 6,7-dimetoksikumarin pokazuju fungicidno djelovanje (Cespedes i

sur., 2006.).

Furanokumarini pokazuju fotosenzitiziraju¢i uc¢inak na dermatofite, a ksantotoksin
prema C. albicans i Cryptococcus laurentii (Atta-ur-Rahman, 2000.). Neka in vitro istraZzivanja
su pokazala kako furanokumarini suzbijaju germinaciju spora i rast micelija nekih biljnih
patogena kao Sto je S. sclerotiorum (Kurdelas i sur., 2010.), dok se kao antifungalna sredstva
istiCu psoralen (S. sclerotiorum, Alternaria brassicicola, Cercospora carotae) i bergapten (A.

brassicicola, Penicillium expansum, Cercospora petroselini) (Razavi i sur., 2010.).

Ostol, biljni kumarin izoliran iz voéa Cnidium monnieri, pokazuje antimikrobnu
aktivnost prema sljedeé¢im fitopatogenim plijesnima: A. alternata, Aspergillus sp., C.
neoformans, B. cinerea, Colletotrichum musae, F. graminearum, P. capsici, S. sclerotiorum i
druge. In vitro ispitivanja pokazuju da ostol inhibira rast hifa F. graminearuma, a morfoloska
ispitivanja pokazuju da ostol uzrokuje slabljenje stani¢ne stijenke hifa i njihovo kidanje (Shi i

sur., 2008.).

Plijesan Cladosporium cladosporioides proizvodi izokumarin kladosporin, koji zajedno
sa svojim monoacetil derivatom inhibira rast odredenih Trichophyton vrsta, kao i
Microsporuma canisa i Epidermophytona floccosuma, kao i germinaciju spora plijesni A.

niger, A. versicolor i A. nidulans (Atta-ur-Rahman, 2000.).
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Izokumarin oosponal,

kojeg proizvodi

bazidiomiceta Gloeophyllum sepiarium,

pokazuje znacajnu antifungalnu aktivnost prema C. albicans i Trichophyton asteroides (Atta-

ur-Rahman, 2000.).

Tablica 3 Antifungalno djelovanje kumarina

plijesan kumarin aktivnost metoda izvor
Alternaria alternata skopoletin inhibicija Shukla i sur.
(1999.)
Alternaria spp. umbeliferon, inhibicija ispitivanje na Al-Barwani i El
skopoletin germinacije slajdovima Tayeb (2004.)
konidija
Aspergillus sp. angelicin inhibicija mikrotitarske Sardari i sur.
plocice (1999.)
5,8-di(2,3-dihidroksi- inhibicija mikrotitarske Kwon i sur.
3-metilbutoksi)- plocice (1997.)
psoralen
Aspergillus fumigatus  (+)-4-(20-hidroksi-30- inhibicija disk difuzijska  Mishra i sur.
metilbut-30-eniloksi)- metoda, (2010.)
8H-[1,3]-dioksol- metoda
o[4,5-h]kromen-8-on mikrodilucije
bujona,
ispitivanje
postotka
inhibicije
germinacije
spora
Aspergillu flavus seselin fungistatsko Cardenas-
djelovanje Ortega i sur.
(2007.)
herniarin inhibicija Lederbergov Ojala (2001.)
eksperiment
Byssochlamys fulva herniarin inhibicija Lederbergov Ojala (2001.)
eksperiment
skopoletin inhibicija Lederbergov Ojala (2001.)
eksperiment
Bipolaris spp. umbeliferon, inhibicija ispitivanje na Al-Barwani i El
skopoletin germinacije slajdovima Tayeb (2004.)
konidija
Candida sp. angelicin inhibicija mikrotitarske Sardari i sur.
plocice (1999.)
herniarin inhibicija Lederbergov Ojala (2001.)

eksperiment
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Candida albicans

Cladosporium sp.

Cryptococcus
neoformans

Fusarium
graminearum

Fusarium spp.

Fusarium oxysporum

psoralen
(+)-4-(20-hidroksi-30-
metilbut-30-eniloksi)-

8H-[1,3]-dioksol-
o[4,5-h]kromen-8-on

4-hidroksi-3-(1-(4-
nitrofenilimino)etil)-
2H-kromen-2-on

biakangelicin

oksipeucedanin

oksipeucedanin hidrat

angelicin
(+)-4-(20-hidroksi-30-
metilbut-30-eniloksi)-

8H-[1,3]-dioksol-
o[4,5-h]kromen-8-on

ostol

ksantotoksin,
angelicin, skopoletin

kumarin

inhibicija

inhibicija

inhibicija

inhibicija

inhibicija

inhibicija

inhibicija

inhibicija

inhibicija

inhibicija rasta
micelija

inhibicija

disk difuzijska
metoda

disk difuzijska
metoda,
metoda
mikrodilucije
bujona,
ispitivanje
postotka
inhibicije
germinacije
spora
metoda
mikrodilucije u

Mueller-Hinton

bujonu

mikrotitarske
plocice
TLC

TLC

mikrotitarske
plocice

disk difuzijska
metoda,
metoda
mikrodilucije
bujona,
ispitivanje
postotka
inhibicije
germinacije
spora

disk difuzijska
metoda
metoda

papirnatih
diskova

Bisignano i sur.

(2000.)
Mishra i
(2010.)

Mladenovié
sur. (2009.)

Kwon i
(1997.)
Marston i
Hostetmann
(1995.)

Marston i
Hostetmann
(1995.)

Sardari i
(1999.)
Mishra i
(2010.)

sur.

sur.

sur.

sur.

Shi i sur. (2008.)

Al-Barwani
ElTayeb(2004.)

Wu i

sur.
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(2008.)
Hanseniaspora herniarin inhibicija Lederbergov Ojala (2001.)
melligeri eksperiment
Hansenula anomala herniarin inhibicija Lederbergov Ojala (2001.)
eksperiment
Penicillium skopoletin inhibicija Lederbergov Ojala (2001.)
chrysogenum eksperiment
Pichia chodati herniarin inhibicija Lederbergov Ojala (2001.)
eksperiment
Sclerotinia imperatorin, inhibicija Razavi i sur.
sclerotiorum 7-prenioksikumarin, (2010.)
aurapten
Saccharomyces sp. angelicin inhibicija mikrotitarske Sardari i sur.
plocice (1999.)
herniarin inhibicija Lederbergov Ojala (2001.)
eksperiment
Trichophyton (+)-4-(20-hidroksi-30-  inhibicija disk difuzijska ~ Mishra i sur.
mentagrophytes metilbut-30-eniloksi)- metoda, (2010.)
8H-[1,3]-dioksol- metoda
0-[4,5-h]kromen-8-on mikrodilucije
bujona,
ispitivanje
postotka
inhibicije
germinacije
spora
Zygosaccharomyces herniarin inhibicija Lederbergov Ojala (2001.)
sp. eksperiment

Imperatorin, 7-preniloksikumarin i aurapten, izolirani iz sjemenki Zosima absinthifolia

(Vent) Link pokazuju antifungalno djelovanje prema S. sclerotiorum, s posebnim naglaskom
na imperatorin (Razavi i sur., 2010.). Skopoletin, umbeliferon, ksantotoksin i herniarin
pokazuju snazno inhibicijsko djelovanje na rast F. culmorum (Qjala i sur., 2000.). Od kumarina
s antifungalnim svojstvima poznati su ajapin, skopoletin, skopolin, 5-metilmulein, 6-
metoksimulein (Razavi i sur., 2010.), anisokimarin H i diversinin (C. neoformans i na

dermatofite) (Kurdelas i sur., 2010.).

Yurd i King (1974.) su pokazali da se namirnice podlozne mikrobnom kvarenju mogu

konzervirati dodatkom odredenih spojeva, medu kojima su i 4-metoksikumarin i 7-
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metoksikumarin, a koji osim antimikrobnog djelovanja na razne kvasce i bakterije pokazuju i
antifungalno djelovanje prema plijesnima Aspergillius glaucus, A. oryzae, A. niger, B. cinerea i

Byssochlamys fulva.

Mehanizam antifungalnog djelovanja kumarina je kompleksan i nije do kraja
razjasnjen, ali oni induciraju morfoloSke promjene u matriksu mitohondrija, povecavajuci mu
gustodu, a te promjene mitohondrijalne strukture mogu izazvati manjak unutarstanicne

energije i tako inhibirati mitozu (Razavi, 2011.).

Unatoc€ rasirenosti derivata kumarina u prirodi, mnogo je sintetskih kumarina koji uz
ostale aktivnosti, pokazuju i znacajno antifungalno djelovanje. Radulovi¢ i sur. (2006.) su
sintetizirali kumarine s antifungalnom i antioksidacijskom aktivnoséu, a isto tako i razliciti
analozi 3-supstituiranih kumarina, kao 3-aminokumarini pokazuju antimikrobnu aktivnost (Al-
Haiza i sur., 2005.). Sintetski kumarini pokazuju aktivnost prema kvascima C. albicans, C.
neoformans, S. cerevisiae i plijesni A. niger, a neki od njih su potvrdeni kao netoksi¢ni (Atif i
sur., 2009.). Mouri i sur. (2005.) su sintetizirali kumarine, supstitucijom hidroksilne skupine
na polozaju 7, koji su inhibirali germinaciju B. cinerea spora bolje od polaznog spoja i na taj
nacin pokazali kako je modifikacija 7-hidroksilne skupine vazna za postizanje antifungalne
aktivnosti. Supstitucija na eskuletinu u poloZzaju 8 s nepolarnom skupinom pridonosi
povedéanju antifungalne aktivnosti (Sardari i sur., 1999.). Najucinkovitiji spojevi Sto se tice
inhibicije germinacije su bili oni koji su u svojoj strukturi sadrzavali triklorobenzoilnu skupinu
(Mouri i sur., 2005.). Rezultati drugih istrazivanja, takoder pokazuju da halogenirani kumarini
pokazuju znacajnu antifungalnu aktivnost (Stewart, 2010.), osobito oni halogenirani klorom

(Kalkhambar, 2011.; Brookeru i sur., 2007.; 2008.).

Spojevi koji sadrze imino skupinu, poznati kao Schiffove baze, pokazuju razli¢ita
bioloska svojstva, kao antibakterijska, antifungalna i antitumorska (Vukovic i sur., 2010.b;
Rollas i Kiglkgizel, 2007.; Bagihallia i sur., 2009.), a prema nekim istrazivanjima Schiffove
baze pokazuju antimikrobnu aktivnost koja se pripisuje njihovim svojstvima keliranja (Sah i

sur., 2011.).

Schiffove baze kumarina pokazuju fungicidno i baktericidno djelovanje (Ahluwalia i
sur., 1983.). Sah i sur. (2011.) su prilikom ispitivanja antimikrobnog djelovanja ftalil

imidazolona i Schiffovih baza pokazali vaznost prisutnosti kloro, nitro, metoksi i hidroksi
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skupina na fenilnom prstenu za povecanje aktivnosti, a dokazano je da Schiffove baze s
halogenim supstituentima inhibiraju rast plijesni koje su od klinickog interesa (A. fumigatus,

A. flavus, Trichophyton mentagrophytes, Penicillium marneffei) (Da Silva i sur., 2011.).

Poznato je i da 1-fenil-tiosemikarbazidi, ukljucujuéi 1-fenil-tiosemikarbazid i
supstituirane 1-fenil-tiosemikarbazide na fenilnom prstenu s klorom, metil ili metoksi
skupinom, posjeduju fungicidna svojstva, kao i 1-fenil-4,4-disupstituirani tiosemikarbazidi
(Sasse i sur., 1972.). Tiosemikarbazidi takoder pokazuju inhibicijsku aktivnost na neke vrste

bakterija, gljiva i protozoa (Yamaguci i sur., 2009.).

Tiosemikarbazidi pokazuju baktericidna svojstva (Setnescu i sur., 2004.), a spojevi s
tiazolidinonskom skupinom pokazuju Siroki spektar bioloskih aktivnosti koje ukljucuju
antibakterijsku, antifungalnu, antikonvulzivhu (Ronad i sur., 2010.) i antimikrobnu aktivnost
(Fuloria i sur., 2009.). Patel i sur. (2010.) su sintetizirali Schiffove baze i tiazolidinone na bazi

kumarina i dokazali njihovo antifungalno djelovanje.

Neki kumarini su i dobri antiaflatoksikogeni spojevi, a inhibicija je izraZzenija za
aflatoksine u miceliju nego u filtratu kulture. Kumarini pokazuju vedi utjecaj na biosintezu
aflatoksina B nego aflatoksina G. Posto su aflatoksini sami po sebi supstituirani kumarini,
inhibicija njihove biosinteze kumarinima se mozda dogada antagonistickim djelovanjem.
Moguée je da oni djeluju kao antimetaboliti ili kao kompetitivini inhibitori nekih
intermedijera u biosintetskom ciklusu aflatoksina. Jedno od moguéih objasnjenja je i da se

aflatoksini proizvode, ali se odmah razgrade (Malbrouk i EI-Shayeb, 1992.).
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3. Eksperimentalni dio

Jedno od aktualnih podrucja istrazivanja brojnih znanstvenika danas je ocuvanje
namirnica kroz Sto duzi vremenski period, sprje¢avanje njihove degradacije i mikrobioloSkog
kvarenja. Uzroci kvarenja i propadanja namirnica su brojni, a medu njima je i osteéenje
komponenata namirnica izazvano oksidansima, kao i kvarenje namirnica izazvano plijesnima,
direktno ili kontaminacijom produktima njihova metabolizma. Plijesni konstantno razvijaju
otpornost prema vec¢ postoje¢im antifungalnim sredstvima, ¢ime se javlja potreba za
razvojem novih, ucinkovitijih antifungalnih sredstava. To ukazuje na stalnu potrebu za
iznalazenjem novih aditiva i konzervansa, koji ¢e mozda objediniti viSe zastitinih svojstava u
jednom proizvodu. S tom namjerom se kao sastavni dio u ovoj pristupilo sintezi novih

oksidanasa, kao i razlicitih plijesni koje se naj¢esée javljaju u namirnicama.

3.1. DEFINIRANIJE ZADATKA

Sintetskom modifikacijom osnovne strukture kumarina, a temeljeno na dosadasnjim
istrazivanjima, moguée je dobiti nove molekule s poboljSanim aktivnostima i bioloSkim
potencijalom, pa je cilj ovog rada bio sintetizirati derivate kumarina (Schiffove baze,
tiosemikarbazide i 4-tiazolidinone), uz pretpostavku poboljSanja antioksidacijskih i
antifungalnih svojstava prirodnih kumarina uvodenjem karakteristi¢nih skupina. Sintetizirani
spojevi su procis¢eni do analiticke Cistoée, te im je odredena antioksidacijska aktivnost
pomocu nekoliko razli¢itih metoda, antifungalna aktivnost, pri ¢emu se dobio uvid u Cinjenicu
postoji li korelacija izmedu navedenih svojstava, te se identificiraju molekulske strukture,

koje u isto vrijeme pokazuju i antifungalna i antioksidacijska svojstva.

3.2. METODE

Sve potrebne kemikalije su nabavljene od komercijalnih dobavljaca.
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3.2.1. Sinteza derivata kumarina

Sinteza derivata kumarina (Slika 33) ukljucivala je modifikaciju polaznog spoja, 7-
hidroksi-4-metilkumarina, odredenim skupinama. Iz polaznog spoja se u prvom koraku
esterifikacijom dobio  2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)etilacetat, iz kojeg se
hidrazinolizom dobio hidrazid gore navedenog kumarina, 2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-
iloksi)acetohidrazid (Satyanarayana i sur. 2008.), koji je bio polazni supstrat za sintezu serije
Schiffovih baza i tiosemikarbazida. Nadalje, iz sintetiziranih tiosemikarbazida, u prisutnosti
etilbromoacetata, dobili su se 4-tiazolidinoni. Ovisno o primijenjenom aldehidu u postupku
dobivanja Schiffovih baza, sintetizirane su iste s razli¢itim supstituentima na fenilnom
prstenu.

Nadalje, ovisno o primijenjenom izotiocijanatu, dobiveni su tiosemikarbazidi i

pripadajudi tiazolidinoni s odredenim alkilnim i arilnim supstituentima.

K,CO
o) 2 3 o \
Br/Y ~ >
o)
o) ~~ j(\o o~ o
o)

N H,NNH,
H
N
j(\o o~ Yo

0 1
Ar-CHQ, NM-NCS
X
H
N ArR /
W/\o o~ Yo o

‘ etiloromoacetat
R/Ar

58 Qfl

S
\/g toe

Slika 33 Shematski prikaz sinteze derivata kumarina
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2 R 2 R 3,4 R/Ar

a H n 3-fenoksi a CHs

b 2-OH o 2-OH-5-NO, b CoHs

c 3-OH p 3,4,5-(0OCHs)s c fenil

d 4-OH q 2-Cl d 4-metilfenil
e 2-OCH; r 3-Cl e 4-metoksifenil
f 3-OCH; S 2-Br

g 4-0CH; t 3-Br

h 2,3-(OH), u 4-Br

i 2,4-(OH), v 2-F

j 2,5-(0H), w 3-F

k 3,4-(OH), X 4-F

| 3,5-(0OH), y stiril

m  3-OCH;-4-OH z 4-N(CHs),

3.2.1.1. Sinteza 2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)etil acetata

Smjesa 7-hidroksi-4-metilkumarina (0,11 mola), bezvodnog kalijeva karbonata (0,11
mola) i etil bromoacetata (0,11 mola) zagrijavala se uz refluksiranje u acetonu (200 mL), uz
mijeSanje, 12 sati. Po zavrsSetku reakcije, uslijedila je filtracija reakcijske smjese, uparavanje

pod sniZzenim tlakom te prekristalizacija iz etanola.

K,CO
\ 0 2 3 - \
m ' Br/Y ~ (;
HO o~ Yo o) ~~ W/\O 0~ ~o

3.2.1.2. Sinteza 2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazida (1)

Otopini 2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)etil acetata (0,01 mol) u 20 mL
metanola dodala se otopina 86% hidrazin hidrata (1,5 mL) u 10 mL metanola. Smjesa se
dobro promijesala i zagrijavala uz refluksiranje oko 3 sata. Po zavrSetku reakcije, reakcijska
smjesa se ohaldila, nakon cega se istalozila krutina, koja je filtrirana i isprana metanolom.

Prekristalizacijom iz razrjedene octene kiseline se dobio Zeljeni hidrazid 1.
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N H,NNH, X
o —=
WK\O 0" 70 RN j(\o 0" o
o Y 1

3.2.1.3. Sinteza Schiffovih baza (2a-z)

Smjesa hidrazida 1 (0,01 mol) i odgovaraju¢eg aromatskog aldehida (Ar/a-z 0,01 mol)
u 30 mL etanola se refluksirala 2-4 sata u prisutnosti kataliticke koli¢ine ledene octene
kiseline. Po zavrSetku reakcije reakcijska smjesa se ohladila i prelila preko usitnjenog leda.

IstaloZena krutina se filtrirala, a zatim prekristalizirala iz metanola.

X
N Ar-CHO

_—

H R \ AN /H
HoN” W/\o o~ Yo | \ N j(\o o~ Yo
1 G O 2a-z

3.2.1.4. Sinteza tiosemikarbazida (3a-e)

Smjesa hidrazida 1 (0,01 mol) i odredenog aromatskog ili alifatskog izotiocijanata
(0,01 mol) u 50 mL etanola se zagrijavala uz refluksiranje 3 sata. Po zavrSetku reakcije

reakcijska smjesa se ohladila. Nastala krutina je filtrirana, a zatim prekristalizirana iz etanola.

N RIAT -NCS T
_— >
H ArR _ )J\ N

HZNWK\O N HHW(\O 0" Yo
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3.2.1.5. Sinteza tiazolidinona (4a-e)

Tiosemikarbazid 3a-e (0,01 mol) i etil bromoacetat (0,011 mola) su se zagrijavali uz
refluksiranje oko 9 sati u 30 mL etanola u prisutnosti natrijeva acetata (0,04 mola). Po
zavrSetku reakcije reakcijska smjesa se ohladila i prelila preko usitnjenog leda. Stajanjem
preko nodi nastala je kruta tvar koja se filtrirala, isprala s vodom, osusila i prekristalizirala iz

etanola.

o} 3a-e \/g o) 4a-e
o)

3.2.2. Identifikacija i karakterizacija spojeva

Sintetskom modifikacijom 7-hidroksi-4-metilkumarina dobiveni su derivati koji su prociséeni
do analiticke Cistoce, a struktura im je dokazana razli¢itim metodama. Za spojeve koji su
poznati iz literature, navedene su literaturne reference nakon naziva i oznake spoja, kao i

vrijednosti za tocke taliSta koje su dobili drugi autori.
Identifikacija i karakterizacija spojeva ukljucivala je sljedede:
e tankoslojnu kromatografiju (HF,s4 fluorescentne silikagel plo¢e (Merck) pod UV 254 i
365 nm, uz otapalo benzen : aceton : octena kiselina (8 : 1 : 1)) — tankoslojnom
kromatografijom je pracen tijek svih reakcija. Sustav otapala benzen : aceton : octena

kiselina se pokazao najpogodnijim za gore sintetizirane spojeve. Spojevi su

karakterizirani Rs vrijednostima, koje se racunaju na sljedeci nacin:

__d(spoj)
! d(otapalo)

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

d(otapalo) — duljina puta otapala na TLC ploci [cm]
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odredivanje tocaka talista na uredaju za odredivanje tocaka talista (Electrothermal) —
spojevima prociséenim do analiticke Cistoée odredene su tocke taliSta, koje su
karakteristicne za svaki pojedini spoj. Tocke taliSta spojeva koji su ve¢ poznati u

literaturi usporedene su s literaturnim vrijednostima i navedene u Rezultatima.

spektrometriju masa (LC-MS/MS (APl 2000, Applied Biosystems)) - U spektrometriji
masa spoj se ionizira dovodenjem energije molekuli. Spektrometrijom masa dobiveni
su podaci o molekularnoj masi analiziranog spoja, a rezultati su izrazeni u obliku m/z
(odnos m/z je velicina karakteristicna za svaku vrstu iona, a kako je za vecinu iona z =
1 m/z predstavlja masu odredenog iona).

Spojevi su otopljeni u metanolu i razrjedeni na koncentraciju 1 pg/mL. Otopine
spojeva su pomoc¢u Hamiltonove Sprice prenesene do infuzijske pumpe, kojoj je
protok podesen na 10 uL/min.

YH NMR spektrometriju (Avance 1l 400 (Bruker) na 293 K u DMSO-d6) - spektar spoja
sastoji se od niza signala koji se usporeduju sa signalom standardnog spoja (u vecini
slu¢ajeva standardni spoj predstavlja tetrametilsilan — TMS). Iz broja signala se
zaklju€uje koliko razli¢itih vrsta protona ima u nekoj molekuli. PoloZaj signala bilo
kojeg protona u odnosu na proton standardnog spoja naziva se kemijski pomak i
polozaj signala daje informacije o elektronskoj okolini svake vrste protona. Kemijski
pomak je izrazen u ppm i predstavlja polozaj u NMR-spektru pri kojem nastupa
rezonancija pojedine jezgre u odredenoj molekulskoj okolini. PovrSina koju zatvara
krivulja signala otkriva broj protona koji se nalazi u spoju. Na jednom podrudju
spektra moze postojati samo jedan signal (singlet) ili viSe signala (multiplet) Sto ovisi
o strukturi i supstituentima spoja. |z kemijskih pomaka dobiju se informacije o
prisutnosti pojednih funkcionalnih grupa, a iz relativnih intenziteta o udjelima
istovrsnih atoma u raznim grupama. Cijepanje signala u nekoliko linija govori o okolini
protona s obzirom na druge, susjedne protone. Za *H-NMR kemijske pomake vrijedi
da - Sto je viSe vodikovih atoma na jednom ugljiku (u ekvivalentnoj okolini) to je jace
magnetsko zaklanjanje, a kemijski pomak pri viSem polju, a 6 vrijednost je manja; -
elektronegativne skupine otkrivaju i pomi¢u NMR signale susjednih protona prema
vec¢im 6 vrijednostima; - m-sustavi alkena, aromatskih spojeva i karbonili jako

otkrivaju vezane protone i pomi¢u NMR signale prema vec¢im 6 vrijednostima.
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e elementarnu analizu za C, H i N (Analyzer 2440, Perkin-Elmer) — elementarnom
analizom odreduju se maseni udjeli C, H, N i heteroatoma (halogeni, sumpor) u
uzorku, Sto je vrlo vazno sa stanovista odredivanja strukture nepoznatog spoja, kao i
njegove Cisto¢e. Dobivene vrijednosti se usporeduju s racunatim vrijednostima za
odredeni spoj, a dopusteno odstupanje je oko 0,4%. Na temelju analize dobije se uvid

u sastav i Cisto€u spoja.

3.2.3. Ispitivanje antioksidacijske aktivnosti

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti apsorbancija je odredena na Helios y UV
spektrofotometru (Thermo Spectronic), a EPR na uredaju Electron Spin Resonance ESP 300

(Bruker).
3.2.3.1. DPPH metoda

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom je izvrSeno prema veé
poznatoj metodi (Manojkumar i sur., 2009.a; Wu i sur., 2007.), uz neke modifikacije. Naime,
zbog slabe topivosti sintetiziranih spojeva u etanolu i metanolu, DMSO je upotrebljen kao

otapalo (Taskova i sur., 2003.).

0,75 mL DMSO otopine sintetiziranog spoja (0,2 mM) se pomijesalo 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 se dobro promijesala i inkubirala na sobnoj
temperaturi 30 minuta. Nakon inkubacije izmjerena je apsorbancija pri A = 517 nm. Kao
kontrola se koristila 0,1 mM otopina DPPH radikala, a kao standard askorbinska kiselina.

Sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala se racunala prema sljedecoj formuli:

Ay +A;— A

% hvatanja DPPH radikala = y = x 100
b

gdje su A, — apsorbancija 0,1 mM DMSO otopine DPPH radikala pri A = 517 nm; A —
apsorbancija 0,1 mM DMSO otopine Cistog testiranog spoja pri A = 517 nm (slijepa proba
spoja); A, — apsorbancija 0,1 mM DMSO otopine smjese testiranog spoja i DPPH radikala pri
517 nm.
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3.2.3.2. Fosfomolibden metoda

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti fosfomolibden metodom se izvrSilo prema
poznatoj metodi Prieta i sur. (1999.). 0,1 mL DMSO otopine testiranog spoja se pomijesalo s 1
mL otopine reagensa (0,6 M sumporna kiselina, 28 mM natrijev fosfat, 4 mM amonijev
molibdat). Smjesa se inkubirala na vodenoj kupelji pri 95 °C tijekom 90 minuta. Nakon
inkubacije, uzorci su ohladeni na sobnu temperaturu i odredila se apsorbancija pri A = 695
nm. Slijepa proba se sastojala od 1 mL otopine reagensa i odredenog volumena otapala koje
je koristeno za otapanje uzoraka, te se inkubirala na isti nacin kao i uzorci. Visa vrijednost

apsorbancije ukazivala je na visu antioksidacijsku aktivnost.

3.2.3.3. EPR spektroskopija
© DPPH radikal

Hvatanje DPPH radikala odredeno je i metodom EPR spektroskopije, radi usporedbe

sa spektrofotometrijskom metodom.

Reakcijska smjesa se sastojala od 25 pL 0,2 mM DMSO otopine DPPH radikala i 25 pL
0,2 mM DMSO otpine ispitivanog spoja. Kontrolna otopina sadrzavala je 0,1 mM DMSO

otopinu DPPH radikala, bez antioksidansa. Kao standard koristila se askorbinska kiselina.

Uzorak se inkubirao 30 minuta na sobnoj temperaturi, a potom mu se mjerio EPR signal,

kod sljedecih parametara:

e mikrovalna frekvencija 9,72 GHz,
e mikrovalna snaga 20 mW,

e amplituda modulacije 0,95 G,

e doseg 100 G; jatina struje 2x10°,

e vremenski opseg mjerenja, 41,9 s.
Postotak hvatanja DPPH radikala racunao se prema sljedec¢oj jednadzbi:

0 hx

% hvatanja DPPH radikala = x 100

0

Gdje su hy i hg intenziteti EPR signala DPPH radikala u prisutnosti i odsutnosti ispitivanih
uzoraka.
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Slika 34 EPR signal DPPH radikala

e Galvinoksil radikal

Za detekciju galvinoksil radikala primijenila se EPR spektroskopija, a radikal se
kvantificirao smanjenjem relativnog intenziteta signala uzorka s antioksidansom u odnosu na
onaj bez antioksidansa. Za galvinoksil radikal je karakteristi¢cno da je prema nekim tvarima

osjetljiviji tj. rekativniji nego DPPH radikal.

25 pL 0,2 mM DMSO otopine ispitivanog spoja se pomijesalo s 0,2 mM DMSO
otopinom galvinoksil radikala i inkubiralo 20 minuta na sobnoj temperaturi. Kao standard se

koristila askorbinska kiselina.
EPR signali su snimni na sobnoj temperaturi pri sljedeé¢im uvjetima:

e mikrovalna frekvencija, 9,72 GHz,
e mikrovalna snaga, 20 mW,

e amplituda modulacije, 0,48 G,

e doseg40G,

e jatina struje 2x10°,

e vremenski opseg mjerenja, 41,9 s.
Postotak hvatanja galvinoksil radikala racunao se prema sljedecoj jednadzbi:

ho —
% hvatanja galvinoksil radikala = % x 100
0

Gdje su hy and hg intenziteti EPR signala glavinoksil radikala u prisutnosti i odsutnosti

ispitivanog spoja.

71



3. Eksperimentalni dio

Slika 35 EPR signal galvinoksil radikala

3.2.4. Ispitivanje antifungalne aktivnosti

Za odredivanje antifungalne aktivnosti mikroploCice su ocitane na MRX Il ¢itacu
mikroplocica (Dynex Technologies), a inkubacija je provedena u termostatskom inkubatoru

AL 500-8, Aqualytic.

Antifungalno ispitivanje provedeno je prema uputama za procjenu osjetljivosti na
antifungalne tvari za filamentozne plijesni CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute-

Institut za klinicke i laboratorijske standarde) (2008.).

3.2.4.1. Ispitivane plijesni

Odabrane plijesni su glavni producenti mikotoksina i kontaminanti namirnica (Hussein
i Brasel, 2001.): Aspergillus flavus (NRRL 3251); Aspergillus ochraceus (CBS 589.68); Fusarium
graminearum (CBS 110250) i Fusarium verticillioides (CBS 119825).

3.2.4.2. Priprava inokuluma

Inokulumi su pripravljeni iz kultura uzgajanih na kosom dekstroznom agaru od
krumpira (PDA - potato dextrose agar). Uzgoj Aspergillus vrsta provodio se na 35 °C u
razdoblju od 7 dana, a Fusarium vrsta na 35 °C 2 dana, zatim na 25 °C 7 dana. Fungalne spore
su dobivene prelijevanjem 5 mL sterilne slane otopine na kosinu kulture i uzimanjem uzorka s

kosine. Broj spora u stock otopini je podesen na 10° CFU/mL uz pomo¢ Birker-Tirk komore
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za brojanje (hemocitometar). Mutnoda svake suspenzije je kontrolirana uz pomo¢ 0,5
McFarland standarda pri 530 nm. Radna 2X suspenzija spora dobila se razrjedivanjem 200 plL

stock otopine u 10 mL RPMI 1640 medija prema referentnoj metodi (NCCLS, 2002.).

3.2.4.3. Medij

Za odredivanje antifungalne aktivnosti koristio se RPMI 1640 medij, koji je puferiran s
0,164 M MOPS (3-(N-morfolino)propansulfonska kiselina) (34,53 g/L) i pH je podesen na 7 uz

pomoc¢ 1 M NaOH. Sterilizacija medija provela se filtracijom kroz 0,45 um filter.

3.2.4.4. Razrjedivanje uzoraka

Ispitivani spojevi su razrijedeni prema shemi opisanoj u NCCLS M28-A metodi za
spojeve netopive u vodi (NCCLS, 2002; Andrews 2001). Otopine spojeva su prvo razrjedene
20X u 100% DMSO, zatim do konacne koncentracije 1 i 0,1 pg/mL. Sve otopine ispitivanih
spojeva su sterilizirane filtracijom kroz 0,45 um filtere. Za ovaj test su se koristile sterilne
polipropilenske mikrotitarske plocice (96 U-shaped wells; Brand, Wertheim, Germany).
Nanosenje spojeva na plocicu je prikazano na Slici 36. Kolone 2-11 sadrZavale su 100 plL
otopine ispitivanih spojeva i 100 uL 2X suspenzije spora. Prva kolona sadrzavala je 200 pL
neinokuliranog medija bez prisutnosti ispitivanog spoja (SK), dok je 12. kolona sadrzavala
100 plL medija i 100 pL inokuluma i predstavljala je kontrolu rasta (KR) (konacni volumen u

svakoj jazici bio je 200 pL).

E’l

.:_ r

Slika 36 Raspored uzoraka na mikrotitarskoj plocici
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Koncentracije potencijalnih antifungalnih sredstava, derivata kumarina, su odabrane na
temelju spoznaja o MIC pojedinih poznatih antifungalnih sredstava (amfotericin B,
itrakonazol, posakonazol, raukonazol, vorikonazol) koji se kre¢e od oko 0,06 do > 16 pug/mL

(Espinel-Ingroff i Canton, 2007.).

3.2.4.5. Inkubacijai odredivanje MIC

Nakon inokulacije plocice su inkubirane na 35 °C u atmosferskom inkubatoru 48 sati,
nakon ¢ega su ocitane na Citacu ploc¢ica MRX Il pri 450 nm. Svi uzorci su ponovljeni u 4
paralele. Minimalna inhibitorna koncentracija za inhibiciju rasta stanica (MIC) je definirana
kao najniZza koncentracija koja reducira opticku gustoéu za odredeni %-ak pri 450 nm u

usporedbi s kontrolom (Santos i sur., 2010.; Clement i sur., 2008.).

Postotak inhibicije rasta plijesni racunat je prema sljedec¢em izrazu (j.3.) (Patton i sur.,

2006.):

T oD -oD .
inhibicija rasta (%) = —kentrola ——uzorak » 10 j.3.
ODgontrola

3.2.5. Statisticka obrada

Statisticka obrada podataka ukljudivala je odredivanje koeficijenata korelacije
(Pearsonovom metodom) izmedu podataka dobivenih razli¢itim metodama antioksidacijske
aktivnosti, kao i podataka dobivenih za antioksidacijsku i antifungalnu aktivnost, pri p < 0,05,

kao i provedbu student t-testa, u programskom paketu Statistica 8.0 (StatSoft).
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4, Rezultati

4.1. IDENTIFIKACIJA | KARAKTERIZACIJA DERIVATA KUMARINA

Struktura i Cistoéa derivata kumarina odredena je razli¢éitim metodama, a rezultati svake od
njih su navedeni uz svaki pojedini spoj. Rezultati nepobitno ukazuju na cinjenicu da su

strukture novosinteitziranih spojeva potvrdene, kao i Cisto¢a pojedinih spojeva.

2-(4-Metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (1) (Ahluwalia i sur., 1983.)

T, =198 - 202 °C; lit. 202 - 205 °C (Ahluwalia i sur.,
1983.)); | = 82%; R; = 0,40; MS m/z: 249,1 [M + H], X

H
- _N
(M = 248,23). N \"/\o o N0
o)

4.1.1. Schiffove baze

(E)-N'-Benziliden-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (2a) (Satyanarayana i
sur. 2008.; Ahluwalia i sur., 1983.)

T, = 255 °C (lit. 276 - 278 °C (Satyanarayana i X
H
N

sur. 2008.); 255 - 257 °C (Ahluwalia i sur., XN j(\o o o
1983.)); | = 78%; R¢ = 0,57. o)
MS m/z: 335,5 [M - H'], (M = 336,34).

'HNMR & (ppm): 2,40 (s, 3H, CH3, C-4); 4,81 (s, 2H, OCH,); 6,21 (s, 1H, C-3); 6,23 (d, 1H, H-6);
6,95 (s, 1H, H-8), 7,70 (d, 1H, H-5); 6,94-7,71 (m, 5H, arom.,); 8,33 (s, 1H, NH); 8,56 (s, 1H,
HC=N-).

Racunato za Cy9H16N,04 (352,34): C67,85; H 4,79; N 8,33. Nadeno: C67,81; H 4,75; N 8,37%.

(E)-N’-(2-Hidroksibenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (2b)
(Ahluwalia i sur., 1983.)
Ty =284 —286 °C (lit. 295 - 297 °C (Ahluwalia i OH X
H
o= o/ . - N
sur., 1983.)); | = 72%; R¢=0,47. N7 \"/\O o o
O
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MS m/z: 351,1 [M - H'], (M = 352,34).

'H NMR & (ppm): 2,41 (s, 3H, CHs, C-4); 4,85 (s, 2H, OCH,); 6,25 (s, 1H, C-3); 6,87 (s, 1H, H-8),
6,98 (d, 1H, H-6); 7,85 (d, 1H, H-5); 7,25-7,75 (m, 4H, arom.,) 8,33 (s, 1H, NH); 8,56 (s, 1H,
HC=N-); 10,99 (s, 1H, OH).

Racunato za C19H16N,0s (352,34): C64,77; H 4,58; N 7,95. Nadeno: C 64,76; H 4,55; N 7,92%.

(E)-N’-(3-Hidroksibenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (2c)
T: =250 °C; | =96%; Rs = 0,43.

MS m/z: 353,3 [M + H*], (M = 352,34). H

HO N N/N o 0 o
'H NMR & (ppm): 2,40 (s, 3H, CHs, C-4); \©/\ \I(ID/\

4,80 (s, 2H, OCH,); 6,21 (s, 1H, C-3); 6,83
(s, 1H, H-8), 6,96 (d, 1H, H-6); 7,69 (d, 1H, H-5); 6,81-7,71 (m, 4H, arom.,) 7,93 (s, 1H, NH);
8,23 (s, 1H, HC=N-); 9,63 (s, 1H, OH).

Racunato za C19H1N,05 (352,34): C64,77; H 4,58; N 8,95. Nadeno: C64,74; H 4,57; N 7,92%.

(E)-N’-(4-Hidroksibenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (2d)
(Satyanarayana i sur. 2008.; Ahluwalia i
sur., 1983.)

H

T, = 273 °C (lit. 280 - 282 °C); | = 96%; Ry N
NN \"/\o o~ Yo
=041, X
HO
MS m/z: 353,3 [M + H'], (M = 352,34).

'H NMR & (ppm): 2,39 (s, 3H, CHs, C-4); 4,77 (s, 2H, OCH,); 6,21 (s, 1H, C-3); 6,82 (s, 1H, H-8),
6,95 (d, 1H, H-6); 7,69 (d, 1H, H-5); 6,80-7,71 (m, 4H, arom.,) 7,91 (s, 1H, NH); 8,20 (s, 1H,
HC=N-); 9,93 (s, 1H, OH).

Racunato za C19H1N,05 (352,34): C64,77; H 4,58; N 8,95. Nadeno: C 64,75; H 4,56; N 7,92%.
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(E)-N’-(2-Metoksibenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (2e)
(Ahluwalia i sur., 1983.)

T, = 159 °C (lit. 163 - 165 °C (Ahluwalia i sur, ~ OCHs N
H
1983.)); | = 98%; Ry = 0,64. _N
) o NN j(\o o Yo
MS m/z: 365,3 [M - H'], (M = 366,12). O

'H NMR & (ppm): 2,39 (s, 3H, CHs, C-4); 3,85 (s, 3H, OCHs); 4,78 (s, 2H, OCH,); 6,21 (s, 1H, C-
3); 6,96 (s, 1H, H-8), 7,00 (d, 1H, H-6); 7,67 (d, 1H, H-5); 6,80-7,71 (m, 4H, arom.,) 7,89 (s, 1H,
NH); 8,35 (s, 1H, HC=N-).

Racunato za Cy0H13N,0s (352,34): C65,57; H 4,95; N 7,65. Nadeno: C 65,55; H 4,96; N 7,63%.

(E)-N’-(3-Metoksibenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (2f)
T =200 °C; | =98%; Rs=0,61.

MS m/z: 365,3 [M - H'], (M = N

366,12). H

H,CO _N
3 SN j(\o o o
'H NMR & (ppm): 2,39 (s, 3H, CHs, C- o)

4); 3,79 (s, 3H, OCHs); 4,81 (s, 2H, OCH,); 6,21 (s, 1H, C-3); 6,96 (s, 1H, H-8), 7,00 (d, 1H, H-6);
7,69 (d, 1H, H-5); 6,98-7,67 (m, 4H, arom.,) 7,98 (s, 1H, NH); 8,29 (s, 1H, HC=N-).

Racunato za C;oH;13N,0s (352,34): C65,57; H 4,95; N 7,65. Nadeno: C 65,59; H 4,94; N 7,65%.

(E)-N’-(4-Metoksibenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (2g)
T:=263°C; 1 =92%; Rs = -.

MS m/z: 365,2 [M - H'], (M = 366,12).
H

1

H NMR & m): 2,40 (s, 3H, CH3, C- _N
4); 3,80 (s, 3H, OCHs); 4,78 (s, 2H, o)

H,CO

OCH,); 6,22 (s, 1H, C-3); 6,98 (s, 1H, H-

8), 7,00 (d, 1H, H-6); 7,68 (d, 1H, H-5); 6,96-7,70 (m, 4H, arom.,) 7,96 (s, 1H, NH); 8,26 (s, 1H,
HC=N-).
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Racunato za CyoH1sN,0s (352,34): C65,57; H 4,95; N 7,65. Nadeno: C 65,59; H 4,92; N 7,66%.

(E)-N’-(2,3-Dihidroksibenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (2h)

Tt=270-274°C; 1 = 63%; R¢=0,16.

MS m/z: 367,5 [M - H'], (M = 368,34). OH N

H
IH-NMR & (ppm): 2,40 (s, 3H, CHs, c-4); O \N/N\"/\O o~ Yo
4,84 (s, 2H, OCH,); 6,24 (s, 1H, H-3); 6,73 (s, O

1H, H-8); 6,85 (d, 1H, H-6); 7,19 (d, 1H, H-5); 6,90-7,75 (m, 3H, arom.); 8,32 (s, 1H, NH); 8,52
(s, 1H, HC=N-); 9,27 (s, br., 1H, OH); 11,59 (s, br., 1H, OH).

Racunato za C19H16N,06 (368.34): C61,95; H 4,38; N 7,61. Nadeno: C 61,93; H 4,36; N 7,59 %.

(E)-N’-(2,4-Dihidroksibenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (2i)
Ty =261-262°C; | =48%; Rf=0,73.
MS m/z: 367,3 [M - H'], (M = 368,34). OH N

H-NMR & (ppm): 2,40 (s, 3H, CHs, C-4); SN \"/\o o o
4,84 (s, 2H, OCH,); 6,24 (s, 1H, H-3); 6,73 Ho
(s, 1H, H-8); 6,85 (d, 1H, H-6); 7,20 (d, 1H, H-5); 6,90-7,75 (m, 3H, arom.); 8,32 (s, 1H, NH);
8,52 (s, 1H, HC=N-); 10,12 (s, br., 1H, OH); 11,40 (s, br., 1H, OH).

Racunato za Cy9H16N,06 (368,34): C 61,95; H 4,38; N 7,61. Nadeno: C 61,93; H 4,39; N 7,59%.

(E)-N’-(2,5-Dihidroksibenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (2j)
Te= 273 —274°C; | = 41%; R¢ = 0,27.

MS m/z: 367,4 [M - H'], (M = 368,34). OH y N
'H-NMR & (ppm): 2,40 (s, 3H, CHs, C-4); 4,84 \N’N\"/\o o So
(s, 2H, OCH,); 6,24 (s, 1H, H-3); 6,73 (s, 1H, H- 0

8); 6,85 (d, 1H, H-6); 7,20 (d, 1H, H-5); 6,90-  OH
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7,75 (m, 3H, arom.,); 8,32 (s, 1H, NH); 8,52 (s, 1H, HC=N-); 9,26 (s, br., 1H, OH); 11,93 (s, br.,
1H, OH).

Racunato za C19H16N,06 (368,34): C 61,95; H 4,38; N 7,61. Nadeno: C61,92; H 4,37; N 7,62 %.

(E)-N’-(3,4-Dihidroksibenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (2k)
Ty =243 -244°C; | =38%.; Rf=0,29.

MS m/z: 367,3 [M - H'], (M = 368,34). N

'H-NMR & (ppm): 2,40 (s, 3H, CHs, C-4); HO /
NN \"/\o 0" o

4,84 (s, 2H, OCH,); 6,24 (s, 1H, H-3); i

6,73 (s, 1H, H-8); 6,85 (d, 1H, H-6); 7,20 ' ©

(d, 1H, H-5); 6,90-7,75 (m, 3H, arom.); 8,32 (s, 1H, NH); 8,52 (s, 1H, HC=N-); 9,35 (s, br., 1H,

OH); 10,14 (s, br., 1H, OH).

Racunato za C;9H16N,06 (368,34): C 61,95; H 4,38; N 7,61. Nadeno: C 61,90; H 4,35; N 7,62%.

(E)-N’-(3,5-Dihidroksibenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohydrazid (2I)
Ty=272°C; 1 =85%.; Rf=0,20.

MS m/z: 367,3 [M - H'], (M = H S
HO N

368,34). NN \"/\o o Xp

'"H-NMR & (ppm): 2,40 (s, 3H, CHs, C-

4); 4,84 (s, 2H, OCH,); 6,24 (s, 1H, H- OH
3); 6,73 (s, 1H, H-8); 6,85 (d, 1H, H-6); 7,20 (d, 1H, H-5); 6,90-7,75 (m, 3H, arom.); 8,32 (s, 1H,
NH); 8,52 (s, 1H, HC=N-); 10,35 (s, br., 1H, OH); 11,25 (s, br., 1H, OH).

Racunato za C19H16N,06 (368,34): C 61,95; H 4,38; N 7,61. Nadeno: C 61,90; H 4,35; N 7,62%.
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(E)-N’-(4-Hidroksi-3-metoksibenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)

acetohidrazid (2m) (Satyanarayana i sur. 2008.; Ahluwalia i sur., 1983.)

T: = 253 — 254 °C (lit. 258 — 260 °C
(Satyanarayana i sur. 2008.); 240 °C X

iai . )l = %: = H5CO -
(Ahluwalia i sur., 1983.)); | = 76%; R¢ 3 :©/\N \"/\O 0 o
0,57.
HO ©

MS m/z: 381,3 [M - H'], (M = 382,37). *H-NMR & (ppm): 2,40 (s, 3H, CHs, C-4); 3,82 (3H, s,
OCHs); 4,84 (s, 2H, OCH,); 6,24 (s, 1H, H-3); 6,73 (s, 1H, H-8); 6,85 (d, 1H, H-6); 7,20 (d, 1H, H-
5); 6,90-7,75 (m, 3H, arom.); 8,32 (s, 1H, NH); 8,52 (s, 1H, HC=N-); 11,50 (s, br., 1H, OH).

Racunato za CyoH13N,06 (382,37): C62,82; H 4,74; N 7,33. Nadeno: C62,79; H4,73; N 7,31%.

(E)-N’-(3-Fenoksibenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)-acetohidrazid (2n)

T, = 178 — 180 °C; | = 72%; R¢ =
0,82. N

H
MS m/z: 427,5 [M - H'], (M = O \N’Nm/\o N0
428,44). o)

'"H-NMR & (ppm): 2,40 (s, 3H, CHs, C-4); 4,81 (s, 2H, OCH,); 6,24 (s, 1H, H-3); 6,73 (s, 1H, H-8);
6,85 (d, 1H, H-6); 7,20 (d, 1H, H-5); 6,90-7,75 (m, 9H, arom.,); 8,32 (s, 1H, NH); 8,52 (s, 1H,
HC=N-).

Racunato za C;sH,0N,0s (428,44): C 70,08; H 4,71; N 6,54. Nadeno: C 70,10; H 4,72; N 6,55%.

(E)-N’-(2-Hidroksi-5-nitrobenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid
(20)
T, =288 —290 °C; | =90%; R¢ = 0,49. OH A
H
MS m/z: 396,4 [M - H'], (M = 397,34). X N/N\"/\O o X0

'H NMR 6 (ppm): 2,40 (s, 3H, CHs, C-4); 4,85 ©

(s, 2H, OCH,); 6,24 (s, 1H, H-3); 6,73 (s, 1H, H- NO,

80



4, Rezultati

8); 6,85 (d, 1H, H-6); 7,20 (d, 1H, H-5); 6,90-7,75 (m, 3H, arom.); 8,32 (s, 1H, NH); 8,52 (s, 1H,
HC=N-); 11,59 (s, br., 1H, OH).

Racunato za Cj9H1sN307 (397,34): C 57,43; H 3,81; N 10,58. Nadeno: C 57,40; H 3,82; N
10,54%.

(E)-N’-(3,4,5-Trimetoksibenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (2p)
Ty =197 °C; 1 =96%,; R; = 0,46.

MS m/z: 425,3 [M - H'], (M = 426,4). N
H
H3CO X /N
'H NMR & (ppm): 2,39 (s, 3H, CH3, C-4); N \n/\O o "0

3,69 (s, 3H, OCHs;, C'-4); 3,81 (s, 6H, HyCO ©

OCH;, C-3, C'-5); 4,81 (s, 2H, OCH,); OCHj

6,21 (s, 1H, C-3); 7,00 (s, 1H, H-8), 7,03 (d, 1H, H-6); 7,67 (d, 1H, H-5); 6,94-7,71 (m, 4H,
arom.,) 7,93 (s, 1H, NH); 8,24 (s, 1H, HC=N-).

Racunato za C,,H»,N,07 (352,34): C61,97; H 5,20; N 6,57. Nadeno: C61,99; H 5,16; N 6,54%.

(E)-N’-(2-Klorobenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (2q)
T;=248 —250°C; 1 =82%; R;=0,77.

MS m/z: 369,4 [M - H'], (M = 370,79). H

N
\ 7
'H-NMR 6 (ppm): 2,40 (s, 3H, CHs, C-4); 4,84 N \II/\O o 0
o)

(s, 2H, OCH,); 6,22 (s, 1H, H-3); 6,99 (s, 1H, H-
8); 7,05 (d, 1H, H-6); 7,39-7,75 (m, 4H, arom.); 8,06 (d, 1H, H-5); 8,41(s, 1H, NH); 8,74 (s, 1H,
HC=N-).

Racunato za Cy9H15CIN,O4 (370,79): C 61,55; H 4,08; N 7,56. Nadeno: C 61,57; H 4,08; N
7,53%.
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(E)-N’-(3-klorobenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (2r)

(Satyanarayana i sur. 2008.)

T, = 242 — 244 °C (lit. 266 — 268 °C); | = N
H

80%; R¢=0,64. N
0, N\f Cl AN N \"/\O o o
MS m/z: 369,4 [M - H*], (M = 370,79). o

'H-NMR & (ppm): 2,40 (s, 3H, CHs, C-4); 4,82 (s, 2H, OCH,); 6,23 (s, 1H, H-3); 6,98 (s, 1H, H-8);
7,02 (d, 1H, H-6); 7,20 (d, 1H, H-5); 7,41-7,74 (m, 4H, arom.); 8,00 (s, 1H, NH); 8,31 (s, 1H,
HC=N-).

Racunato za CjgH;5CIN,O,4 (370,79): C 61,55; H 4,08; N 9,56. Nadeno: C 61,54; H 4,07; N
7,53%.

(E)-N’-(2-Bromobenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (2s)

T¢=217 °C; 1 =95%; R¢=0,71.

MS m/z: 414,1 [M - H'], (M = 415,24). Br X

H

N
'H-NMR & (ppm): 2,40 (s, 3H, CHs, C-4); 4,83 NN j(\o o~ Yo
(s, 2H, OCH,); 6,21 (s, 1H, H-3); 6,99 (s, 1H, O

H-8); 7,01 (d, 1H, H-6); 7,67 (d, 1H, H-5); 7,03-7,69 (m, 4H, arom.); 8,36 (s, 1H, NH); 8,68 (s,
1H, HC=N-).

Racunato za Cy9H15BrN,Q4 (415,24): C 54,96; H 3,64; Br 19,24; N 6,75. Nadeno: C 54,98; H
3,61; Br 19,20; N 6,78%.

(E)-N’-(3-Bromobenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (2t)
T:=240°C; | =87%; R¢=0,67.

MS m/z: 414,1 [M - H'], (M = 415,24). H N
N

Br AN
'H-NMR & (ppm): 2,40 (s, 3H, CH3, C- \O/\N j(\o o~ Yo
0
4); 4,82 (s, 2H, OCH,); 6,21 (s, 1H, H-
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3); 6,98 (s, 1H, H-8); 7,01 (d, 1H, H-6); 7,67 (d, 1H, H-5); 6,97-7,72 (m, 4H, arom.); 7,98 (s, 1H,
NH); 8,29 (s, 1H, HC=N-).

Racunato za Cy9H15BrN,O,4 (415,24): C 54,96; H 3,64; Br 19,24; N 6,75. Nadeno: C 54,95; H
3,60; Br 19,21; N 6,75%.

(E)-N’-(4-Bromobenzyliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (2u)
Ty =262 °C; | =86%; R;=0,64.

MS m/z: 414,1 [M - H'], (M = 415,24). N
H
'H-NMR & (ppm): 2,39 (s, 3H, CHs, C- \N/N\"/\O o X¢o
4); 4,81 (s, 2H, OCH,); 6,22 (s, 1H, H- 0
Br
3); 6,96 (s, 1H, H-8); 7,01 (d, 1H, H-6);

7,71 (d, 1H, H-5); 6,98-7,72 (m, 4H, arom.); 7,99 (s, 1H, NH); 8,30 (s, 1H, HC=N-).

Racunato za Cy9H;15BrN,O,4 (415,24): C 54,96; H 3,64; Br 19,24; N 6,75. Nadeno: C 54,98; H
3,61; Br 19,20; N 6,78%.

(E)-N’-(2-Fluorobenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid(2v)

Ti=245°C; 1 =94%; R¢=0,67.

MS m/z: 353,3 [M - H', (M = 354,33). - N

H

N
IH-NMR & (ppm): 2,40 (s, 3H, CHs, C-4); 4,82 N7 j(\o 0" Yo
(s, 2H, OCH,); 6,21 (s, 1H, H-3); 6,98 (s, 1H, H- O

8); 7,00 (d, 1H, H-6); 7,67 (d, 1H, H-5); 6,96-7,72 (m, 4H, arom.); 8,22 (s, 1H, NH); 8,57 (s, 1H,
HC=N-).

Racunato za Cy9H1sFN,04 (354,33): C 64,40; H 4,27; F 5,36; N 7,91. Nadeno: C 64,43; H 4,25; F
5,32; N 7,95%.
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(E)-N’-(3-Fluorobenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (2w)
Ty =257 °C; 1 =97%; R =0,63.

MS m/z: 353,1 [M - H'], (M = 354,33).
H

'H-NMR & (ppm): 2,40 (s, 3H, CHs, C-4); E _N

SN \"/\o o o
4,82 (s, 2H, OCH,); 6,22 (s, 1H, H-3); 6,99 o
(s, 1H, H-8); 7,02 (d, 1H, H-6); 7,68 (d, 1H,

H-5); 6,99-7,70 (m, 4H, arom.); 8,01 (s, 1H, NH); 8,33 (s, 1H, HC=N-).

Racunato za C19H15FN,04 (354,33): C 64,40; H 4,27; F 5,36; N 7,91. Nadeno: C 64,45; H 4,23; F
5,32; N 7,92%.

(E)-N’-(4-Fluorobenziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (2x)
T: =280 °C; | =93%; Rs = 0,60.

MS my/z: 353,1 [M - H'], (M = 354,33). *H-NMR & (ppm): 2,40 (s, 3H, CHs, C-4); 4,80 (s, 2H,
OCH,); 6,22 (s, 1H, H-3); 6,96 (s, 1H, H-8); 7,01 (d, 1H, H-6); 7,69 (d, 1H, H-5); 6,96-7,71 (m,
4H, arom.); 8,01 (s, 1H, NH); 8,32 (s, 1H,

HC=N-).

Racunato za CygHisFN,0O4 (354,33): C H
N

64,40; H 4,27; F 5,36; N 7,91. Nadeno: C OAN/ \[I/\O o 0

64,43; H 4,24; F 5,33; N 7,97%. . O

(E)-2-(4-Metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)-N’-[(E)-3-fenilaliliden]acetohidrazid (2y)[6]
Ty =249 -250°C; | =46%; R =0,76.

MS m/z: 363,3 [M + H'], (M = 362,38).

o) o~ Yo
'H-NMR & (ppm): 2,40 (s, 3H, CHj, C- ©/\/\ \ﬂ/\

4); 4,84 (s, 2H, OCH,); 5,72 (d, 1H,
stiril); 6,24 (s, 1H, H-3); 6,63 (d, 1H, stiril); 6,73 (s, 1H, H-8); 6,85 (d, 1H, H-6); 7,20 (d, 1H, H-
5); 6,90-7,75 (m, 3H, arom.); 8,32 (s, 1H, NH); 8,52 (s, 1H, HC=N-).
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Racunato za C;;1H1sN,04 (362.38): C 69,60; H 5,01; N 7,73. Nadeno: C 69,59; H 4,99; N 7,70%.

(E)-N’-(4-(Dimetilamino)benziliden)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid
(2z) (Satyanarayana i sur. 2008.)
T: = 260 — 262 °C (lit. 266-268 °C); | =

86%; R = 0,4. y o=

_N
MS m/z: 378,2 [M - H'], (M = 379,41). SN \"/\o o~ Yo
o)
—N

'H-NMR & (ppm): 2,40 (s, 3H, CH3, C- |

OCH,); 6,24 (s, 1H, H-3); 6,73 (s, 1H, H-8); 6,85 (d, 1H, H-6); 7,20 (d, 1H, H-5); 6,90-7,75 (m,

4); 2,86 (s, 6H, N(CHs),); 4,84 (s, 2H,

4H, arom.); 8,32 (s, 1H, NH); 8,52 (s, 1H, HC=N-).

Racunato za C;;1H,1N304 (379.41): C 66,48; H 5,58; N 11,08. Nadeno: C 66,50; H 5,57; N
11,10%.

4.1.2. Tiosemikarbazidi
4-Metil-1-(2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetil)tiosemikarbazid (3a)
T: =218 °C; | =54%; Rs=0,25.
MS m/z: 320,0 [M - H'], (M = 321,35). S ’ N
'H NMR & (ppm): 2,40 (s, 3H, CHs, C-4), 3,53 N N \"/\o 0~ ~o
O
(s, 3H, CHs), 4,73 (s, 2H, OCH,), 6,23 (s, 1H, H-
3, coum.), 6,96 (d, 1H, H-6), 7,07 (s, 1H, H-8), 7,70 (d, 1H, H-5), 8,05 (s, 1H, NH), 9,31 (s, 1H,
NH), 9,43 (s, 1H, NH).

Racunato za C14H15N304S (321,35): € 52,33; H 4,70; N 13,08; S 9,98. Nadeno: C 52,27; H 4,75;
N 13,12; S9,92%.
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4-Etil-1-(2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetil)tiosemikarbazid (3b)
T, =216 °C; | =56%; Rf=0,26.
MS m/z: 333,9 [M - H'], (M = 335,38). J\ H

N N

'H NMR & (ppm): 1,09 (t, 3H, CHs), 2,40 (s, HC N \"/\o 0
3H, CHs, C-4), 3,49 (q, 2H, CH,), 4,74 (s,

2H, OCH,), 6,22 (s, 1H, H-3), 6,96 (d, 1H, H-6), 7,01 (s, 1H, H-8), 7,69 (d, 1H, H-5), 9,24 (s, 1H,
NH), 9,43 (s, 1H, NH), 9,54 (s, 1H, NH).

Racunato za C;5H17N304S (335,38): C53,72; H 5,11; N 12,53; S 9,56. Nadeno: C 53,69; H 5,15;
N 12,50; S, 9.56%.

1-(2-(4-Metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetil)-4-feniltiosemikarbazid (3c)
Ty=189 °C; | =62%; Rf=0,28.

MS m/z: 382,0 [M - H', (M = 383,42). @\ i § N
N
NT N \"/\o o Yo

'H NMR & (ppm): 2,42 (s, 3H, CHs, C-4), H H

4,81 (s, 2H, OCH,), 6,25 (s, 1H, H-3), 6,96

(d, 1H, H-6), 7,07 (s, 1H, H-8), 7,01-7,46 (d, 5H, arom.), 7,73 (d, 1H, H-5), 9,70 (s, 1H, NH),
10,26 (s, 1H, NH), 10,35 (s, 1H, NH).

Racunato za C19H17N304S (383,42): C 59,52; H 4,47; N 10,96; S 8,36. Nadeno: C 59,48; H 4,51;
N 10,90; S 8,38%.

1-(2-(4-Metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetil)-4-p-toliltiosemikarbazid (3d)

T¢=122-124°C, 1 =58%; R¢=0,38.

HaC
MS m/z: 3961 M - W, (M = \©\ j\ H h
N
397,45). N H/ \"/\o 0" o

o)
'H NMR & (ppm): 2,34 (d, 3H, CHs,
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C'-4), 2,40 (s, 3H, CH3, C-4), 4,83 (s, 2H, OCH,), 6,23 (s, 1H, H-3), 6,94 (d, 1H, H-6), 7,02 (s, 1H,
H-8), 6,98-7,35 (d, 4H, arom.), 7,70 (d, 1H, H-5), 9,68 (s, 1H, NH), 10,20 (s, 1H, NH), 10,52 (s,
1H, NH).

Racunato za CyoH19N304S (397.45): C 59,52; H 4,47; N 10,96; S 8,36. Nadeno: C 59,48; H 4,51;
N 10,90; S 8,38%.

4-(4-Metoksifenil)-1-(2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetil)tiosemikarbazid (3e)
Ty=180°C; | =60%; Rf=0,27.
Hs,CO
MS m/z: 412,2 [M - H'], (M = 3 \©\ j\ 4 ~
_N
413,45). N™ °N \"/\O o~ ~o
H H
0]
'H NMR & (ppm): 2,42 (s, 3H, CHs,
C-4), 3,77 (s, 3H, OCHs, C-4, arom.), 4,80 (s, 2H, OCH,), 6,24 (s, 1H, H-3), 6,93-7,31 (d, 4H,

arom.), 6,94 (d, 1H, H-6), 7,06 (s, 1H, H-8), 7,73 (d, 1H, H-5), 9,62 (s, 1H, NH), 10,12 (s, 1H,
NH), 10,31 (s, 1H, NH).

Racunato za CyoH19N30sS (413.45): C 58,10; H 4,63; N 10,16; S 7,76. Nadeno: C 58,15; H 4,60;
N 10,20; S 7,76%.

4.1.3. Tiazolidinoni

(Z)-2-(4-Metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)-N-(2-(metilimino)-4-oksotiazolidin-3-il)acetamid
(4a)

T: =205 °C; 1 =92%; R¢=0,33.

HaC
MS m/z: 360,2 [M - H'], (M = 361,37). s I?I ’ =
P
7~
IH NMR & (ppm): 2,40 (s, 3H, CHs, C-4), 3,66 (s, g N \"/\o o "0
0
3H, CHs), 4,11 (s, 2H, CH,), 5,45 (s, 2H, OCH,), \/&o

6,23 (s, 1H, H-3), 6,96 (d, 1H, H-6), 6,97 (s, 1H, H-8), 7,70 (d, 1H, H-5), 9,54 (s, 1H, NH).

Racunato za Cy6H15N30sS (361.37): € 53,18; H 4,18; N 11,63; S 8,87. Nadeno: C 53,22; H 4,15;
N 11,68; S 8,88%.
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(Z)-2-(4-Metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)-N-(2-(etilimino)-4-oksotiazolidin-3-il)acetamid

(4b) o

T, = 188 °C; | = 81%; R = 0,38. '\N XN

\ §

)\N/ \"/\o o0 o
o

MS m/z: 374,1 [M - H'], (M = 375,40). S
'H NMR & (ppm): 1,33 (t, 3H, CHs), 1,76 (g, 2H, \/&o

CH,), 2,42 (s, 3H, CH;, C-4), 4,17 (s, 2H, CH3), 5,46 (s, 2H, OCH,), 6,24 (s, 1H, H-3), 6,99 (d, 1H,
H-6), 7,04 (s, 1H, H-8), 7,73 (d, 1H, H-5), 9,46 (s, 1H, NH).

Racunato za C;7H;17N30sS (375.40): C 54,39; H 4,56; N 11,19; S 8,54; Nadeno: C 54,33; H 4,60;
N 11,16; S 8,52%.

(Z)-2-(4-Metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)-N-(4-okso-2-(fenilimino)tiazolidin-3-il)Jacetamid
(4c)

Tt=175-178 °C; | = 77%; R¢ = 0,42. ©\
X

N
MS m/z: 424,3 [M + H'], (M = 423,44). \ /H
Y \"/\o o o
IH NMR & (ppm): 2,38 (s, 3H, CHs, C-4), 4,14 \/§ 0
0

(s, 2H, CH,), 5,26 (s, 2H, OCH,), 6,22 (s, 1H,
H-3), 6,99 (d, 1H, H-6), 7,00 (s, 1H, H-8), 6,88-7,63 (d, 5H, arom.), 7,65 (d, 1H, H-5), 11,20 (s,
1H, NH).

Racunato za C,;H17N305S (423,44): C 59,57; H 4,05; N 9,92; S 7,57; Nadeno: C 59,62; H 3,99;
N 9,98; S 7,57%.

(Z)-2-(4-Metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)-N-(4-okso-2-(p-tolilimino)tiazolidin-3-il)-

acetamid (4d) HsC
Ty =213-217 °C; | = 84%; R¢ = 0,52. \©\N X

L
MS m/z: 436,4 [M - H'], (M = 437,47). S)\N/ \"/\o o g
o)
'H NMR & (ppm): 1,18 (s, 3H, CHs, C'- \/&O

4), 2,37 (s, 3H, CHs, C-4), 4,11 (s, 2H, CH3), 5,23 (s, 2H, OCH,), 6,21 (s, 1H, H-3), 6,89 (d, 1H, H-
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6), 6,99 (s, 1H, H-8), 7,30-7,71 (d, 4H, arom.), 7,39 (d, 1H, H-5), 11,30 (s, 1H, NH). Radunato za
C,H19N30sS (437,47): C 60,40; H 4,38; N 9,61; S 7,33. Nadeno: C 60,35; H 4,44; N 9,68; S
7,32%.

(Z)-N-(2-(4-Metoksifenilimino)-4-oksotiazolidin-3-il)-2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-

iloksi)acetamid (4e)

T, = 200 °C; | = 86%; R¢ = 0,65. H3CO\©\
MS m/z: 452,8 [M - H], (M = N y N
\
453,47). )\N/N\"/\o 0" o

S
'H NMR & (ppm): 2,36 (s, 3H, CHs, \/& o

C-4), 3,81 (s, 3H, OCHs, C'-4,), 4,10 (s, 2H, CH,), 5,23 (s, 2H, OCH,), 6,20 (s, 1H, H-3), 6,90 (d,
1H, H-6), 6,99 (s, 1H, H-8), 7,11-7,44 (d, 4H, arom.), 7,61 (d, 1H, H-5), 11,18 (s, 1H, NH).

Racunato za C,;H19N306S (453.47): C 58,27; H 4,22; N 9,27; S 7,07. Nadeno: C 58,21; H 4,25;
N 9,32; S 7,03%.
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4.2. ANTIOKSIDACISKA AKTIVNOST

Tablica 4 Antioksidacijska aktivnost derivata kumarina izrazena kao % hvatanja DPPH

radikala, odredena spektrofotometrijski

% hvatanja

SPo) DPPH radikala
askorbinska kiselina 85,2
7-hidroksi-4-metilkumarin 2,4
1 144
2a 22,9
2b 16,6
2c 3,6
2d 4,4
2e 3,1
2f 0,2
28 3,7
2h 75,4
2i 8,4
2j 33,4
2k 42,6
2l 4,6
2m 32,0
2n 2,2
20 2,9
2p 3,5
2q 11,1
2r 7,5
2s 6,6
2t 3,0
2u 5,0
2v 3,0
2w 2,3
2x 7,4
2y 1,6
2z 5,9
3a 14,4
4a 2,5
3b 23,4
4b 3,5
3c 54,1
4c 1,1
3d 9,9
ad 2,3
3e 45,4
4e 1,8

90



4, Rezultati

Tablica 5 Antioksidacijska aktivnost derivata kumarina izrazena kao % hvatanja DPPH

radikala, odredena EPR-om

% hvatanja

Spol DPPH radikala
askorbinska kiselina 88,6
7-hidroksi-4-metilkumarin 4,9
1 10,2
2a 9,7
2b 7,3
2c 3,9
2d 5,0
2e -3,5
2f -0,2
2g -6,1
2h 88,7
2i 2,5
2j 51,4
2k 50,4
21 -1,6
2m 37,3
2n -4,0
20 3,3
2p -7.3
2q 3,9
2r 1,9
2s -2,0
2t -5,5
2u 0,8
2v 5,2
2w 5,5
2X 14,6
2y 2,4
2z 3,6
3a 9,6
4a 9,5
3b 24,6
4b 9,7
3c 58,1
4c 4,1
3d 1,0
4d 4,8
3e 57,5
4e 0,1
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Tablica 6 Antioksidacijska aktivnost derivata kumarina odredena fosfomolibden metodom

spoj An
askorbinska kiselina 1,0
7-hidroksi-4-metilkumarin 0,2
1 0,9
2a 0,7
2b 0,6
2c 1,0
2d 1,1
2e 0,8
2f 0,8
2g 0,8
2h 1,4
2i 0,7
2j 2,0
2k 0,7
21 0,7
2m 0,7
2n 0,7
20 0,7
2p 0,7
2q 0,7
2r 0,7
2s 1,1
2t 1,2
2u 1,2
2v 1,0
2w 1,1
2x 1,2
2y 0,8
2z 0,6
3a 0,6
4a -
3b 0,7
4b 0,2
3c 0,6
4c -
3d 0,5
4d -
3e 0,6
4e -

oznaceni spojevi se taloZze dodatkom reagensa i nije im moguce odrediti aktivnost pri ovim

eksperimentalnim uvjetima
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Tablica 7 Antioksidacijska aktivnost derivata kumarina odredena kao % hvatanja galvinoksil
radikala

% hvatanja

SPoJ galvinoksil radikala
askorbinska kiselina 82,6
7-hidroksi-4-metilkumarin 4,2
1 32,9
2a 33,8
2b 47,6
2c 22,6
2d 18,5
2e 16,4
2f 18,9
2g 23,3
2h 98,4
2i 17,4
2j 98,3
2k 98,4
21 1,5
2m 20,9
2n 19,3
20 4,4
2p 30,5
2q 43,9
2r 43,7
2s 20,2
2t 4,6
2u 21,4
2v 22,8
2w 23,8
2x 19,4
2y 19,3
2z 0,7
3a 84,2
4a 40,9
3b 96,3
4b 36,1
3c 98,4
4c 53
3d 40,6
4d 62
3e 97,2
de 30,5
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Slika 39 Usporedba aktivnosti derivata kumarina u hvatanju DPPH i galvinoksil radikala

dobivenih EPR metodom
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Slika 41 Korelacija postotaka hvatanja DPPH radikala i galvinoksil radikala derivatima

kumarina odredenih EPR metodom

Tablica 9 Koeficijenti korelacije antioksidacijskih aktivnosti derivata kumarina odredenih

razli¢itim metodama

metoda DPPH GOX fMo
DPPH 1,00 0,78; p = 0,000 -0,12; p=0,48
GOX 0,78; p = 0,000 1,00 0,09; p=0,58
fMo -0,12; p=0,48 0,09; p=0,58 1,00

DPPH — hvatanje DPPH radikala
GOX — hvatanje galvinoksil radikala
fMo — antioksidacijska aktivnost odredena fosfomolibden metodom
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Slika 43 Vremenski tijek hvatanja DPPH radikala za odabrane tiosemikarbazide
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Slika 44 Vremenski tijek hvatanja galvinoksil radikala za odabrane Schiffove baze
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Slika 45 Vremenski tijek hvatanja galvinoksil radikala za odabrane tiosemikarbazide
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4.3. ANTIFUNGALNA AKTIVNOST

Tablica 10 Inhibicija rasta plijesni Aspergillus flavus derivatima kumarina

Inhibicija rasta plijesni (%)

SPoJ 1 pg/mL 0,1 pg/mL
7-hidroksi-4- 86,4 93,2
metilkumarin

1 74,2 100,0

2a 79,5 84,8
2b 100,0 97,4
2¢ 100,0 100,0
2d 55,8 100,0
2e 86,5 100,0
2f 85,9 100,0
2g 37,5 95,3
2h 100,0 100,0
2i 100,0 100,0
2j 100,0 100,0
2k 100,0 100,0
21 100,0 100,0

2m 82,7 90,4

2n 100,0 100,0
20 82,7 100,0
2p - -
2q 84,8 100,0
2r 84,1 89,4
2s 94,2 100,0
2t 78,6 100,0
2u 33,3 100,0
2v 54,0 100,0
2w 58,3 0
2x 27,0 74,6
2y 94,2 100,0
2z 100,0 100,0
3a 19,4 28,9
4a 59,4 79,2
3b 31,3 33,4
ab 30,1 26,0
3c 97,5 92,4
4c 100,0 95,5
3d 87,5 48,4
4d 93,9 56,1
3e 37,5 90,6
de 100,0 100,0

- oznaceni spojevi — nisu odredeni
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Tablica 11 Inhibicija rasta plijesni Aspergillus ochraceus derivatima kumarina

Inhibicija rasta plijesni (%)

SPoJ 1pg/mL 0,1 pg/mL
metikamarin  OL8 1000
1 100,0 87,7
2a 100,0 100,0
2b 100,0 100,0
2c 100,0 100,0
2d 50,0 100,0
2e 100,0 100,0
2f 100,0 26,2
2g 85,7 47,6
2h 83,5 100,0
2i 39,4 94,3
2j 38,6 86,4
2k 100,0 100,0
b1 100,0 100,0
2m 100,0 91,8
2n 75,8 69,3
20 24,2 79,5
2p - -
2q 100,0 83,5
2r 100,0 100,0
2s 100,0 100,0
2t 54,5 88,6
2u 32,3 75,8
2v 59,6 66,7
2w 58,6 73,7
2x 65,7 75,8
2y 100,0 100,0
2z 25,8 69,7
3a 55,6 38,7
4a 100,0 100,0
3b 77,8 68,5
4b 41,0 44,4
3c 36,8 34,3
4c 51,4 54,0
3d 100,0 87,3
4d 100,0 100,0
3e 100,0 100,0
de 100,0 100,0

- oznaceni spojevi — nisu odredeni
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Tablica 12 Inhibicija rasta plijesni Fusarium graminearum derivatima kumarina

Inhibicija rasta plijesni (%)

SPoJ 1pg/mL 0,1 pg/mlL
metikamarin 1000 1000
1 100,0 100,0
2a 100,00 100,00
2b 100,0 100,0
2c 92,6 100,0
2d 59,7 100,0
2e 45,8 100,0
2f 100,0 100,0
2g 100,0 93,3
2h 100,0 100,0
2i 100,0 100,0
2j 100,0 100,0
2k 100,0 100,0
21 100,0 100,0
2m 100,0 100,0
2n 86,0 100,0
20 60,0 100,0
2p 100,0 100,0
2q 100,0 100
2r 100,0 88,9
2s 75,0 100,0
2t 94,5 72,9
2u 89,6 51,6
2v 100,0 88,5
2w 100,0 90,6
2x 100,0 100,0
2y 31,5 98,6
2z 61,7 100,0
3a 100,0 87,8
4a 100,0 100,0
3b 100,0 83,8
ab 100,0 70,3
3c 95,5 89,2
4c 99,3 100,0
3d 100,0 100,0
ad 100,0 100,0
3e 100,0 100,0
4e 100,0 100,0

- oznaceni spojevi — nisu odredeni
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Tablica 13 Inhibicija rasta plijesni Fusarium verticillioides derivatima kumarina

Inhibicija rasta plijesni (%)

SPoJ 1pg/mL 0,1 pg/mlL
metikamarn 0 0
1 59,5 67,9
2a 100,0 9,5
2b 40,0 11,1
2c 33,3 100,0
2d 50,0 100,0
2e 0,0 100,0
2f 45,8 86,1
2g 0 0
2h 26,7 17,8
2i 100,0 100,0
2j 100,0 100,0
2k 55,0 41,7
2 60,0 31,7
2m 48,9 75,0
2n 100,0 100,0
20 52,4 100,0
2p - -
2q 100,0 100,0
2r 100,0 100,0
2s 100,0 100,0
2t 39,1 70,8
2u 24,0 43,8
2v 33,6 72,9
2w 30,5 81,3
2x 53,1 68,8
2y 0,0 4,8
2z 100,0 100,0
3a 20,7 22,4
4a 91,7 100,0
3b 16,2 13,0
4b 22,8 20,1
3c 100,0 98,6
4c 100,0 100,0
3d 41,7 41,7
4d 64,7 24,7
3e 100,0 100,0
4e 100,0 100,0

- oznaceni spojevi — nisu odredeni
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Tablica 14 Koeficijenti korelacije antioksidacijske i antifungalne aktivnosti derivata kumarina

metoda Af Ao Fg Fv

DPPH 0,03; p=10,89 -0,06; p=0,73  0,23;p=0,17 0,08; p=0,62
GOX -0,10; p=0,57 0,03;p=0,85 0,36; p=0,025 0,15;p=0,38
fMo 0,15; p=0,38 0,13; p=0,44 0,16; p=0,33 0,30; p=0,07

DPPH — hvatanje DPPH radikala
GOX — hvatanje galvinoksil radikala

fMo — antioksidacijska aktivnost odredena fosfomolibden metodom

Af —antifungalna aktivnost prema A. flavus

Ao —antifungalna aktivnost prema A. ochraceus
Fg — antifungalna aktivnost prema F. graminearum
Fv — antifungalna aktivnost prema F. verticillioides
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5. Rasprava

5.1. SINTEZA DERIVATA KUMARINA

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
2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetat. Reakcijom estera s hidrazin hidratom dobiven
je 2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (1), koji je posluzio kao polazni spoj za

sintezu ciljanih Schifffovih baza (2a-z) i tiosemikarbazida (3a-e) (Slika 33).

Kondenzacijom hidrazida (1) s aldehidima dobivene su Schiffove baze (2a-z), s
karakteristicnim supstituentima, ovisno o primijenjenom aldehidu. Aldehidi su odabrani s
obzirom na spoznaje o tome koji bi supstituenti mogli doprinijeti poveéanju antioksidacijske i
antifungalne aktivnosti polaznog spoja, 7-hidroksi-4-metilkumarina (Roussaki i sur., 2010.;
Foti i sur., 1996.; Pedersen i sur., 2007.; Ahluwalia i sur., 1983.; Sah i sur., 2011.; Brooker i
sur., 2007.; 2008.). Reakcija dobivanja Schiffovih baza bila je prilicno brza i jednostavna, a
dobiveni produkti se Cesto koriste za bioloSka ispitivanja ili kao polazni spojevi za sintezu

tiazolidinona, metalnih kompleksa, i dr. (Slika 33).

Reakcijom hidrazida (1) s izotiocijanatima dobiveni su odredeni tiosemikarbazidi (3a-
e), a ovisno o primijenjenom izotiocijanatu, tiosemikarbazidi su supstituirani razlicitim
skupinama u poloZaju 4 tiosemikarbazidne skupine. U reakciji dobivanja tiosemikarbazida s
odredenim supstituentima dobiveni su tiosemikarbazidi s alkilnim i arilnim skupinama, kao
supstrati za odredivanje antioksidacijske i antifungalne aktivnosti, ali i kao supstrati za
sintezu tiazolidinona. Naime, iz tiosemikarbazida se reakcijom s etilboromoacetatom, u
prisutnosti natrijeva acetata, dobiju 4-tiazolidinoni (4a-e), takoder s karakteristi¢nim

supstituentima, u polozaju 2 tiazolidinonskog prstena (Slika 33).

5.2. IDENTIFIKACIJA | KARAKTERIZACIJA DERIVATA KUMARINA

Tijek svih reakcija provedenih u ovom radu je pracen tankoslojnom kromatografijaom.
Izostanak tocke za polazni spoj, hidrazid (1) ili u sluéaju sinteze tiazolidinona, tocke za
tiosemikarbazid, ukazao je na zavrSetak reakcije. TLC je takoder bila prvi indikator Cistoce
dobivenih spojeva. R¢ vrijednosti dobivenih spojeva su se razlikovale od polaznog spoja,

hidrazida ili odredenih tiosemikarbazida, i medusobno, a karakterizacija spoja pomoc¢u samo
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jedne Rf vrijednosti vec¢ je u ovom koraku ukazala na Cistodu spoja. Tek kad su se spojevi

pokazali Cistima (jedna Rsvrijednost) na TLC-u, uslijedila je daljnja karakterizacija spojeva.

Nakon prociséavanja i suSenja spojeva, slijedilo je odredivanje tocaka taliSta. Tocke
taliSta novih spojeva su se u pravilu razlikovale od polaznog spoja, kao i medusobno. Prije
odredivanja tocaka taliSta vazno je spoj dobro osusiti, jer se za nedovoljno suhe spojeve
dobiju najcesée nize tocke talista od stvarnih. Takoder, za nedovoljno Ciste spojeve, dobiju se
tocke taliSta razlicite od tocaka talista Cistog spoja. Usporedbom tocaka talista spojeva koji su
vec bili poznati iz literature (Satyanarayana i sur. 2008.; Ahluwalia i sur., 1983.) takoder je

potvrdeno da su dobiveni Zeljeni spojevi.

Nakon provjere Cisto¢e na TLC-u i odredivanja tocCaka talista, slijedila je spektrometrija
masa. Spektri masa derivata kumarina pokazivali su molekularne ione za sve
novosintetizirane spojeve, ovisno o spoju i njegovoj strukturi, u pozitivnom ili negativnom

modu, Sto nedvojbeno ukazuje na Cinjenicu da su Zeljeni spojevi dobiveni.

'H NMR spektar kumarina karakteriziraju dva dubleta na H3 i H4, medutim u ovom
radu je signal na H4 bio je odsutan, jer je na njega vezana metilna skupina, koja u pravilu
pokazuje signal na niskim ¢ vrijednostima. Kumarin karakteriziraju i signali karakteristi¢ni za
aromatski prsten na 6 — 8,5 ppm, ¢ija prisutnost ovisi o supstituentima na aromatskom

prstenu kumarina.

'H NMR spektar svih sintetiziranih spojeva, kao i polaznog hidrazida (1), pokazao je
signal na oko 2,40 ppm koji karakterizira metilnu skupinu na C-4 kumarinskog prstena, kao i
signal karakteristi¢an za singlet na C-3 oko 6,25 ppm. Takoder su bili vidljivi i signali na 6,73 —
7,85 ppm koji pripadaju aromatskom prstenu kumarina, toc¢nije protonima na C-5, C-6 i C-8,
kao i signali na 6,90 — 7,75 ppm, koji pripadaju aromatskom prstenu Schiffovih baza (2a-z).
Ovisno o supstituentima na aromatskom prstenu Schiffovih baza, bili su vidljivi i signali za

hidroksilne i metoksi skupine, ukoliko je prsten njima bio supstitutiran.

'H NMR spektar hidrazida (1), uz signale karakteristitne za kumarinsku jezgru,
pokazivao je singlet na 9,32 ppm (NH) i singlet na 4,85 ppm za metilenske protone (O-CH,),

S$to je u skladu s literaturnim podacima (Satyanarayana i sur., 2008.).

Na *H NMR spektrima Schiffovih baza (2a-z) nije bilo signala na oko 4,61 ppm, koji
pripada skupini NH, iz polaznog hidrazida (1), ali se dobio signal na 8,31 — 8,74 ppm koji je
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5. Rasprava
karakteristican za N=CH proton u skupini tipi¢noj za Schiffove baze. Takoder su se pojavili
signali iz supstituiranog aromatskog prstena koji je kondenzacijom vezan na hidrazid 1, a
kre¢u se u rasponu 6,90-7,75 ppm. Pojavili su se i signali pojednih hidroksilnih skupina,

kojima je bio supstituiran fenilni prsten, u podruéju 9,26 — 11,93 ppm.

'H NMR tiosemikarbazida (3a-e) pokazao je dva signala karakteristi¢éna za NH-CS-NH
skupinu na oko 11,00-12,50 ppm, a koji ujedno dokazuju da je iz hidrazida nastao
tiosemikarbazid. Osim signala karakteristi¢nih za kumarinsku jezgru, bili su vidljivi i signali za
metilnu (2,81 ppm), etilnu (t 1,29 ppm i q 4,43 ppm), kao i supstituiranu fenilnu skupinu (6,33

— 7,70 ppm, ovisno o supstituentima na prstenu) na tiosemikarbazidu.

Signali na oko 11,00-12,50 ppm, koji su karakteristicni za tiosemikarbazid, nedostajali
su kod tiazolidinona (4a-e), gdje se u isto vrijeme pojavio signal na oko 4,10 ppm, koji pripada
metilenskoj skupini tiazolidinonskog prstena. Takoder se moglo uociti signale karakteristicne
za metilnu (0,72 ppm), etilnu (t 0,9 ppm i g 1,4 ppm) i fenilnu skupinu (6,74 — 7,45 ppm

ovisno o supstituentima na prstenu).

Dakle, pomocu *H NMR spektroskopije su se dobile informacije o spoju na temelju
kojih se moglo zakljuéiti koje su funkcionalne skupine prisutne odnosno odsutne u
novosintetiziranim spojevima, a takoder se dobio uvid u Cisto¢u spojeva, jer ukoliko su

prisutni samo signali koji karakteriziraju spoj, tada je spoj Cist.

Elementarnom analizom je na jos jedan nacin potvrdena struktura dobivenih spojeva.
Udjeli pojedinih elemenata u spojevima su usporedeni s izraCunatima u i za sve spojeve se

podudaraju u granicama dopustenog odstupanja od 0,4%.

Podaci o strukturi dobiveni gore navedenim metodama su ukazali na Cinjenicu da su
dobiveni spojevi Zeljene strukture i Cistoce, koji su se dalje mogli ispitati na antioksidacijsku i

antifungalnu aktivnost.
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5.3. ANTIOKSIDACISKA AKTIVNOST

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 u polarnim otapalima, kao Sto su etanol i metanol, dominirajuci
mehanizam je prijenos elektrona, nakon kojeg slijedi prijenos vodika (Yeo i sur., 2010.). Posto
je otapalo koje je koristeno u ovom ispitivanju DMSO, jako polarno otapalo, za pretpostaviti
bi bilo da je mehanizam hvatanja DPPH radikala putem prijenosa elektrona, nakon kojeg

slijedi transfer vodika.

Prema antioksidacijskoj aktivnosti, izrazenoj kao % hvatanja DPPH radikala, ispitane
derivate kumarina moZze se svrstati u 3 skupine — one koji pokazuju dobru (> 40%), umjerenu

antioksidacijsku aktivnost (20-40%) i one koji istu ne pokazuju (Tablice 4i 5).

U hvatanju DPPH radikala najboljom od derivata kumarina se pokazala Schiffova baza
2h s 2,3-dihidroksilnom skupinom na fenilnom prstenu (Tablice 4 i 5). Takav rezultat je
ocekivan, s obzirom da je poznata Cinjenica da kateholna skupina znatno utjece na poveéanje
antioksidacijske aktivnosti, Sto je u skladu s istrazivanjem Roussakija i suradnika (2010.). Oni
su ispitivanjem serije spojeva ustanovili da je kateholna skupina (dvije hidroksilne skupine u
medusobnom orto polozaju) klju€na za postizanje antioksidacijske aktivnosti. Foti i sur.
(1996.) i Pedersen i sur. (2007.), su takoder dobili iste rezultate za kumarine s o-dihidroksi
fenolnom skupinom, dok spojevi s metoksi skupinama ili samo jednom hidroksilnom
skupinom nisu pokazali znacajnu antioksidacijsku aktivnost (Roussaki i sur., 2010.; Pedersen i
sur., 2007.). Prema ispitivanju provedenom u ovom radu potvrdena je i ta Cinjenica, jer
spojevi s metoksi skupinama (2e, 2f, 2g) i jednom hidroksilnom skupinom na (K, 2b, 2c, 2d)
nisu pokazali znacajnu antioksidacijsku aktivnost (Tablice 4 i 5). Kateholna skupina doprinosi i
povecanju hvatanja superoksid radikala polifenola (Bailly i sur., 2004.), kao i peroksil radikala

kod nekih kumarina (Cavar i sur., 2009.).

Spoj 2k, koji takoder posjeduje hidroksilne skupine u medusobnom orto polozaju
pokazao je dobru antioksidacijsku aktivnost, ali zna¢ajno manju od 2h (Tablice 4 i 5). Ovo
ukazuje na ¢injenicu da nije vazan samo medusobni odnos hidroksilnih skupina na fenilnom
prstenu, ve¢ i njihov polozaj. Naime, u benzenskom prstenu s hidroksilnim radikalom u

polozaju 1,4 kisik dijeli dio pozitivhog naboja pri cemu dolazi do stabilizacije delokalizacijom
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(Slika 44). Ukoliko je hidroksilni radikal u poloZaju 1,3 kisikov atom ne mozZe dijeliti dio
pozitivhog naboja, Sto utjece na sposobnost hvatanja DPPH radikala (Slika 45). Supstitucija u
poloZaju 1,2 i 1,4 aktivira prsten (Slika 44), dok ga supstitucija u poloZzaju 1,3 inaktivira
(Tominaga i sur., 2005.). Ovo je ustanovljeno i na primjeru spojeva 2i i 2l koji ne pokazuju

znacajnu antioksidacijsku aktivnost (Tablice 4 i 5) jer ne stvaraju stabilne kinoidne strukture.
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Slika 44 Stabilna kinoidna struktura spoja 2h stabilizirana delokalizacijom
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Slika 45 Nestabilna struktura spoja 2i nakon otpustanja vodikova atoma kod koje ne postoji

mogucénost stabilizacije delokalizacijom

Kod spojeva 2h i 2k, je iz Slike 38 jasno vidljivo da je stehiometrijski odnos 2h : DPPH
1: 2, dok u slucaju 2k to nije tako. Naime, prilikom ispitivanja koncentracija DPPH radikala je
0,2 mM, pa se iz Slike 38 za 2h jasno vidi da se antioksidacijska aktivnost pocinje smanjivati
pri koncentraciji 2h 0,1 mM, Sto odgovara dvostruko manjoj koncentaciji DPPH radikala. Spoj
2k pokazuje vrijednost 50% hvatanja DPPH radikala pri koncentraciji 0,2 mM, Sto daje odnos

DPPH : 2k 2:1.

Spoj 2h vrlo je brzo reagirao s DPPH radikalom (Slika 40). Za 2 minute se konzumiralo
vec¢ oko 60% slobodnog radikala, dok je za 6 minuta izreagirao gotovo sav radikal. Spojevi 2m
i 2j, koji nakon 30 minuta pokazuju umjerenu aktivnost hvatanja DPPH radikala, nakon 60

minuta konzumiraju sav radikal, s tim da je spoj 2j reagirao brze od 2m, vjerojatno jer za 2j
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postoji moguénost da s DPPH radikalima reagira u odnosu 2:1 i pritom tvori stabilan kinonski

oblik.

Vrlo dobru antioksidacijsku aktivnost pokazali su i tiosemikarbazidi 3c i 3e (Tablice 4 i
5). Antioksidacijska aktivnost tiosemikarbazida se pripisuje prisutnosti sumpora (C=S)
(Nikolaides i sur., 1998.), iako je ocito da supstitucija na fenilnom prstenu takoder ima vrlo
znacdajan ucinak. Iz dobivenih podataka je vidljivo da antioksidacijsku aktivnost pokazuju
samo tiosemikarbazidi s fenilnim prstenom i 4-metoksifenilom kao supstituentom, dok oni s
alkilnim skupinama (metil - 3a, etil - 3b), kao i tolilnom (3d) skupinom ne pokazuju znacajnu

aktivnost (Tablice 4i 5).

Medutim, vrlo je vazno naglasiti da u cijeloj seriji tiosemikarbazida i iz njih dobivenih
tiazolidinona, tiosemikarbazidi su u svim slucajevima pokazali bolju antioksidacijsku aktivnost

od pripadajudih tiazolidinona (Tablice 4i 5).
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Slika 46 Molekula tiosemikarbazida stabilizirana delokalizacijom elektrona kroz molekulu
Vjerojatni razlog je otpusStanje elektrona i potom vodikova atoma iz

tiosemikarbazidne molekule, pri ¢emu nastaje rezonancijom stabilizirana struktura (Slika 46),
koja kod tiazoidinona ne moZe nastati. Kod tiosemikarbazida na raspolaganju su tri vodikova
atoma, od kojih se najvjerojatnije otpusta onaj na N-4, jer je amidna skupina sama po sebi
slabo reaktivna, a N-4 lakSe otpusta elektron od N-2. Prema utjecaju supstituenata na
antioksidacijsku aktivnost, takoder se dolazi do zakljucka da N-4 na kojem se supstituenti
nalaze otpusta elektron tj. vodik. Ovaj rezultat je u skladu s pretpostavkom Shih i sur. (2007.)
da spojevi koji sadrze N-H pokazuju antioksidacijsku aktivnost jer mogu otpustiti vodik iz

navedene skupine (Shih i sur., 2007.; Vukovic i sur., 2010.).
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Spojevi 3c i 3e su vrlo brzo reagirali s DPPH radikalom (Slika 41), pa je u 2. minuti

neutralizirano veé oko 30% radikala, dok je nakon 60 minuta konzumiran sav radikal.

Umjerenu aktivnost hvatanja DPPH radikala pokazali su spojevi 2a, 2j i 3b (Tablice 4 i

Spojevi s halogenim supstiutuentima, ocekivano kao i prema Manojkumar i sur.

(2009.b), nisu pokazali znacajnu antioksidacijsku aktivnost (Tablice 4 i 5).

Vaino je napomenuti da izmedu antioksidacijske aktivnosti polaznog spoja, 7-
hidroksi-4-metilkumarina, i sintetiziranih derivata kumarina postoji statisticki znacajna razlika
(p < 0,05), odnosno antioksidacijska aktivnost polaznog spoja se znacajno povecala
modifikacijom na poloZaju 7. Nasuprot tomu, Wu i suradnici (2007.) naglasavaju da je
slobodna hidroksilna skupina u polozaju 7 jednostavnih kumarina nuzna za postizanje

antioksidacijske aktivnosti.

Rezultati antioksidacijske aktivnosti izrazene kao % hvatanja DPPH radikala dobivenih
EPR metodom se podudaraju s rezultatima dobivenim spektrofotometrijskom metodom

(Slika 37).

Usporedbom podataka % hvatanja DPPH radikala dobivenih spektrofotometrijski i
EPR metodom dobije se vrlo visoki koeficijent korelacije, 0,93. (Tablica 8). Visoki koeficijent
korelacije pokazuje da porastom jednog skupa vrijednosti, raste i drugi, ali valja naglasiti da
se podaci dobiveni gore navedenim metodama i uvelike podudaraju po svojim vrijednostima,
Sto je bilo ocekivano (Slika 37). Naime, obje metode koriste isti radikal i nain pripreme
uzoraka, samo Sto kod spektrofotometrijske metode postoji vjerojatnost zaostanka
rezidualne boje koja moze utjecati na konacni rezultat. Zato je u ovom radu napravljena i EPR
metoda, koja direktno odreduje slobodne radikale u smjesi i osjetljivija je od

spektrofotometrijske metode.

Fosfomolibden metoda se temelji na redukciji Mo(VI) do Mo(V) u kiselom pomocu
odredene tvari, u ovom slucaju derivata kumarina, i nastankom zelenog kompleksa
fosfat/Mo(V) u kiselom pH. Ovo je kvantitativna metoda kod koje dolazi do prijenosa
elektrona, Sto dakako ovisi o strukturi samog antioksidansa. Kako se ovom metodom
detektiraju antioksidanski kao askorbinska kiselina, fenoli, tokoferoli, karotenoidi (Riaz i sur.,

2011.), ona je pogodna i za analizu derivata kumarina. Prema ovoj metodi kao dobri
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reducensi pokazali su se spojevi 2j, 2h, 2u, 2t, 2x, 2d, 2s i 2c, svi bolji u odnosu na

askorbinsku kiselinu, koja je koriStena kao standard (Tablica 6).

Tiosemikarbazidi i tiazolidinoni se, za razliku od prethodnih metoda, nisu pokazali kao

dobri reducensi u ovoj metodi (Tablica 6) .

Najbolji reducens je spoj 2j, potom slijedi 2h, Schiffove baze sa 2,5 i 2,3-
dihidroksilnom skupinom na fenilnom prstenu, koje su se i u prethodnim metodama
pokazale kao dobri antioksidansi u odnosu na druge derivate kumarina (Tablice 4, 5 i 6).
Takoder do izrazaja dolaze i spojevi 2s, 2t, 2u, 2x, Schiffove baze s halogenim supstituentima
na fenilnom prstenu (Tablica 6). | ovdje ja vazno naglasiti da se u odnosu na polazni spoj, K,
reducirajuéa sposobnost jako povecala, odnosno izmedu navedenih postoji statisticki
znacajna razlika (p < 0,05), Sto ukazuje na cinjenicu da se supstitucijom OH skupine u

poloZaju 7 moze uvelike utjecati na gore navedenu aktivnost kumarina.

Izmedu ove metode i ostalih metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti ne
postoji korelacija (Tablica 9), sto su dokazali i drugi autori (Matkowski i Piotrowska, 2006.;
Jayaprakasha i sur., 2008.). Ta Cinjenica ukazuje na kompleksnost mehanizama koji su
karakteristicni za pojedinu metodu odredivanja antioksidacijske aktivnosti. Takoder, valja
napomenuti, da je kod DPPH metode znacajno i to da neki spojevi mozda ne pokazuju
antioksidacijsku aktivnost ili je ona prividno smanjena, jer su stericki ograni¢eni u odnosu na

DPPH radikal, sto je kod fosofmolibden metode izbjegnuto.

Rezultati antioksidacijske aktivnosti izrazeni kao % hvatanja galvinoksil radikala,
radikala fenoksilnog tipa, se podudaraju s podacima dobivenim za hvatanje DPPH radikala

(Slika 39).

Naime, radikali centrirani na kisiku (galvinoksil radikal) i duSiku (DPPH radikal)
reagiraju s fenolima putem dva razlicita mehanizma (HAT i SET mehanizam) (Foti i sur.,
2004.), a doprinos jednog ili drugog mehanizma ovisi o prirodi otapala i/ili redoks potencijalu
tvari koje sudjeluju u reakciji. Znaci, mehanizam hvatanja bilo glavinoksil ili DPPH radikala je
pri istim uvjetima, isti, samo S$to je galvinoksil radikal u usporedbi s DPPH radikalom puno

reaktivniji prema fenolima (Tirzitis i Bartosz, 2010.; Zhao i Liu, 2010.; Koprivnjak i sur., 2008.).

| galvinoksil i DPPH radikal su obojeni spojevi $to je dobro za spektrofotometrijsko

odredivanje, ali produkti nastali u reakciji su takoder obojeni i mogu apsorbirati pri istim
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valnim duljinama i na taj na¢in ometati interpretaciju rezultata (Pedersen i sur., 2007.), pa je

stoga ovo istrazivanje dobro provesti i pomocu EPR, gdje je ovaj nedostatak eliminiran.

Schiffove baze 2h, 2j, 2k pokazale su najbolju aktivnost hvatanja galvinoksil radikala,
cak bolju i od askorbinske kiseline, koja je koristena kao standard (Tablica 7). Sve ove
Schiffove baze su na fenilnom prstenu supstituirane s dvije hidroksilne skupine. Spoj 2h je
supstituiran hidroksilnim skupinama u polozaju 2,3 fenilnog prstena, 2j u polozaju 2,5 i 2k u
poloZaju 3,4. Sve ove gore navedene strukture mogu tvoriti stabilne kinoidne strukture (Slika
44), za razliku od npr. spoja 2i, koji takoder posjeduje dvije hidroksilne skupine na fenilnom
prstenu, ali u polozaju 2,4 Sto onemogucuje stvaranje takve strukture, pa samim time

pokazuje nisku antioksidacijsku aktivnost.

Brzina reakcije spojeva 2h, 2k i 2j s galvinoksil radikalom je vrlo velika (Slika 42),
osobito kod 2h gdje je u 2. minuti konzumiran sav radikal, dok se za spojeve 2k i 2j potpuna

neutralizacija radikala zbiva oko 6. minute.

Tiosemikarbazidi 3c, 3e, 3b i 3a su takoder pokazali izvrsnu aktivnost hvatanja
galvinoksil radikala, viSe od 80% (Tablica 7), kao i kod DPPH metode, a za pretpostaviti je i da

je mehanizam isti, jer su primijenjeni isti uvjeti.

Takoder je vazno naglasiti da su tiosemikarbazidi vrlo brzo reagirali s galvinoksil
radikalom, osobito 3e i 3¢ koji izreagiraju sa gotovo svim radikalom u samo 3 minute (Slika

43).

Kod obje metode uocava se isti uzorak antioksidacijske aktivnosti ispitanih spojeva,
Sto je vidljivo i iz visokog koeficijenta korelacije (Tablica 8), kao i na Slici 39. Sli¢cno je
utvrdeno i u istrazivanju Pedersena i sur. (2007.). Medusobni odnos antioksidacijske
aktivnosti spojeva je isti, ali su vrijednosti dobivene za hvatanje galvinoksil radikala sustavno

vecée od onih dobivenih za hvatanje DPPH radikala (Slika 39). To opet potvrduje Cinjenicu da

Usporedbom antioksidacijske aktivnosti polaznog spoja, 7-hidroksi-4-metilkumarina, i
sintetiziranih derivata kumarina ustanovljeno je da postoji statisticki znacajna razlika (p <
0,05) izmedu njih. To znadi da sintetskim putem dobiveni derivati 7-hidroksi-4-metilkumarina

pokazuju puno vedi kapacitet antioksidacije od polaznog spoja.
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5.4. ANTIFUNGALNA AKTIVNOST

Kod odredivanja antifungalne aktivnosti prema plijesni A. flavus Schiffove baze su
pokazale odli¢nu antifungalnu aktivnost (Tablica 10). Za vecinu Schiffovih baza vrijedi da
gotovo u potpunosti inhibiraju rast ove plijesni pri koncentracijama 1 pg/mL i 0,1 ug/mL.
Schiffove baze 2c¢, 2h, 2i, 2n i 2z pokazuju potpunu inhibiciju pri svim ispitanim
koncentracijama (Tablica 10). Spojevi 2c, 2h i 2i u svojoj strukturi sadrze hidroksilne skupine,
$to je u skladu s prethodnim istrazivanjima (Ahluwalia i sur., 1983.; Sah i sur., 2011.) koji su
pokazali vaznost prisutnosti hidroksilnih skupina na fenilnom prstenu Schiffovih baza za
povedéanje antimikrobne aktivnosti. Ostali spojevi s hidroksilnim skupinama, bilo jednom ili
dvije, na fenilnom prstenu takoder pokazuju odliénu antifungalnu aktivnost (Tablica 10).
Prisutnost halogenih supstituenata na aromatskom prstenu bitna je za postizanje
antifungalne aktivnosti (Sah i sur., 2011.; Sivakumar i sur., 2010., Brooker i sur., 2007.; 2008.),
$to je potvrdeno i ovim ispitivanjem. Medutim iako spojevi 2q, 2r, 2s, 2t i 2v, koji sadrze
halogene supstituente, pokazuju vrlo dobru antifungalnu aktivnost (> 50%), spojevi s
hidroksilnim skupinama su se pokazali kao bolja antifungalna sredstva prema plijesni A.

flavus (Tablica 10.).

U skupini tiosemikarbazida i tiazolidinona kao najbolja antifungalna sredstva su se
pokazali spojevi 3c, 4c i 4e, koji pokazuju vrlo visoku aktivnost (> 80%) (Tablica 10.). Svi ovi
spojevi u svojoj strukturi sadrze fenilnu skupinu, jedan je tiosemikarbazid (3c), a 4c i 4e su
tiazolidinoni. Vaznost fenilne skupine na tiosemikarbazidu, supstituirane ili ne, za

antifungalnu aktivnost ve¢ je dokazana od strane Sasse i suradnika (1972.).

Slicno kao i kod prethodnog ispitivanja, Schiffove baze i prema A. ochraceus pokazuju
izvrsnu antifungalnu aktivnost. Do izraZzaja dolaze spojevi 2c, 2e, 2k, 2s i 2y (Tablica 11).
Prisutnost hidroksilnih i metoksilnih skupina i u ovom sluéaju se pokazala vainom za
postizanje antifungalne aktivnosti, iako je od znacaja i polozaj tih skupina na fenilnom
prstenu. Tako primjerice spojevi 2f, 2i, 2j, koji takoder imaju hidroksilne skupine na fenilnom
prstenu, pokazuju znatno manju aktivnost od gore navedenih (Tablica 11). Schiffove baze s
halogenim supstuituentima, kao i one s hidroksilnim skupinama, su pokazale antifungalnu
aktivnost ovisno o poloZaju halogena na fenilnom prstenu. Klorirani spojevi 2q, 2r, u oba

slucaja pokazuju odli¢nu aktivnost, dok se kod bromiranih isti¢e onaj s bromom u polozZaju 2
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fenilnog prstena, 2s, dok preostala dva derivata (brom u poloZaju 3 i 4 kod 2t, 2u) pokazuju
nesto nizu aktivnost od 2s (Tablica 11). Medu halogeniram spojevima, oni s fluorom, 2v, 2w,
2x, pokazuju najnizu aktivnost (Tablica 11). Prema istrazivanju Brookera i sur. (2007.; 2008.)
klorirani derivati kumarina pokazuju veéu antifungalnu aktivnost nego bromirani i jodirani
derivati, a mnostvo drugih autora isti¢e vaznost prisutnosti klora za postizanje antifungalne

aktivnosti (Stewart, 2010.; Kalkhambar, 2011.; Mouri i sur., 2005.).

U skupini tiosemikarbazida i tiazolidinona znacajnu antifungalnu aktivnost pokazuju
spojevi 4a, 4d, 3e, 4e (Tablica 11). Do izrazaja opet dolaze spojevi s fenilnom skupinom u
svojoj strukturi, kao i kod istrazivanja Sasse i sur. (1972.), izuzev 4a. U ovoj skupini spojeva
vidljivo je da tiazolidinoni pokazuju bolju antifungalnu aktivnost prema A. ochraceus od
tiosemikarbazida (Tablica 11), sto osim na vaZznost prisutnosti fenilnog prstena, ukazuje i na

vaznost prisutnosti tiazolidinonskog prstena za postizanje antifungalne aktivnosti.

antifungalna sredstva s kumarinskom strukturom koja su ispitana u ovom radu. Schiffove
baze, kao i tiosemikarbazidi i tiazolidinoni pokazuju izvrsnu antifungalnu aktivnost prema
ovoj plijesni (Tablica 12). Shi i sur. (2008.) su ispitivali djelovanje ostola, biljnog kumarina koji
je takoder supstituiran u polozaju 7, na F. graminearum, koji je pokazao izvrsno antifungalno
djelovanje. Zakljucili su da ostol inhibira rast hifa ove plijesni jer smanjuje apsorpciju
reducirajuéih Secera, Sto dugoroéno dovodi do nedostatka energije potrebne za rast i

razmnozavanje.

Fusarium verticillioides se, za razliku od F. graminearum, pokazala kao najotpornija
plijesan na antifungalna sredstva s kumarinskom jezgrom. U ovom slucaju je i jasno vidljiv
doprinos modifikacije osnovne strukture, 7-hidroksi-4-metilkumarina, razli¢itim skupinama,
Cija se aktivnost znacajno povecala nakon supstitucije. Schiffove baze su se ponovno
pokazale dobrim antifungalnim sredstvima (Tablica 13), osobito spojevi 2i, 2j, 2n, 2r, 2s i 2z.
Spojevi 2i i 2j u svojoj strukturi sadrze dihidroksifenilni sustav, a 2r i 2s halogene supstituente
na fenilnom prstenu, $to je u skladu s prije provednim istrazivanjima (Ahluwalia i sur., 1983.;
Sah i sur., 2011.; Brooker i sur., 2007.; 2008.), ali i u ovom slucaju postoje iznimke. Naime,
spojevi koji takoder u svojoj strukturi imaju hidroksilne skupine, 2b s jednom i 2h i 2l s dvije
hidroksilne skupine ne pokazuju znacajnu antifungalnu aktivnost (Tablica 13), Sto opet

ukazuje na vaZznost, ne samo supstituenata, vec i njihovog polozaja. Gotovo svi derivati s
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halogenim supstituentima, izuzev 2u i 2w, su se pokazali kao vrlo dobra antifungalna

sredstva (Tablica 13).

U skupini tiazolidinona i tiosemikarbazida visoku inhibicijsku aktivnost pokazali su 3c,
4c, 3e i 4de, spojevi s fenilnom skupinom na tiosemikarbazidnoj ili tiazolidinonskoj strukturi
(Tablica 13). IstraZivanjem Sasse i sur. (1972.) je potvrdeno da 1-fenil-tiosemikarbazidi, s
fenilnom i supstituiranom fenilnom skupinom (klor, metil, metoksi skupina) posjeduju

fungicidna svojstva.

Iz gore navedenih podataka jasno je vidljivo da su Schiffove baze izvrsna antifungalna
sredstva prema plijesnima ispitanim u ovom radu, a kod antifungalnog djelovanja prema F.
verticillioides jasno je vidljivo da se dodatkom ove skupine na 7-hidroksi-4-metilkumarin,
njegova aktivnost znacajno povecala (Tablica 13). Singh i sur. (1987.) su utvrdili da
supstituirani derivati kumarina pokazuju ve¢u antifungalnu aktivnost od samog kumarina.
Sah i sur. (2011.) antimikrobnu aktivnost Schiffovih baza pripisuju njihovim svojstvima

keliranja.

Drugi autori su takoder dokazali da alkilacija hidroksilne skupina u polozaju C7 7-
hidroksi-4-metilkumarina moZe utjecati na povecdanje antifungalne aktivnosti (Atta-ur-
Rahman, 2000.). Ispitivanjem antifungalnog ucinka prema ostalim plijesnima u ovom radu
nije uoceno povecanje aktivnosti polaznog spoja nakon sinteze (Tablice 10, 11 i 12),
vjerojatno zato jer kod ispitanih koncentracija i sam kumarin pokazuje vrlo visoku
antifungalnu aktivnost. Medutim, sintetskim postupkom modifikacije kumarina zadrzana su
njegova izvrsna antifungalna svojstva, ali je povecana antioksidacijska aktivnost, Sto bi moglo
biti od velike vaznosti u inhibiciji biosinteze mikotoksina navedenih plijesni. Naime, poznato
je da oksidativni stres uzrokuje poveéanu biosintezu mikotoksina (Narasaiah i sur., 2006.;
Reverberi i sur., 2010.), na Sto bi se vrlo vjerojatno moglo utjecati odgovaraju¢im doziranjem

dobrim antioksidansima.

U Tablicama 10, 11, 12 i 13 u nekim slucajevima se pokazalo da se smanjenjem
koncentracije potencijalnog antifungalnog sredstva poveéala njegova inhibiraju¢a aktivnost
na rast odredenih plijesni. Ovaj fenomen se moze objasniti pojmom zaostalog rasta (eng.

trailing) koji podrazumijeva rast plijesni iznad MIC, kada dolazi do formacije kompaktnih,
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sitnih mikrokolonija na dnu jaZice ili mikroskopskih morfoloskih promjena na hifama, koji

ometa tumacenje dobivenih rezultata (Las-Florl i sur., 2006.; Espinel-Ingroff, 2003.).

Rezultati ovog cjelokupnog istraZivanja su pokazali da izmedu antioksidacijske
aktivnosti i antifungalne aktivnosti nema korelacije (Tablica 14), uz iznimku za korelaciju
aktivnosti hvatanja galvinoksil radikala i antifungalne aktivnosti prema F. graminearum (r =
0,36 uz p = 0,025) i antioksidacijsku aktivnost dobivenu fosfomolibden metodom i
antifungalne aktivnosti prema F. verticillioides koja je na granici znacajnosti (r = 0,30 uz p =
0,07). Razlike u koeficijentima korelacije izmedu podataka za antifungalnu aktivnost i
podataka dobivenih razli¢itim metodama antioksidacijske aktivnosti su ocite i mogu se
pripisati razli¢itim mehanizmima koji su karakteristicni za pojedinu metodu odredivanja
antioksidacijske aktivnosti. Naime, izmedu fosfomolibden metode i ostalih metoda
odredivanja antioksidacijske aktivnosti u ovom radu ne postoji korelacija, dok izmedu
podataka hvatanja galivnoksil radikala i DPPH radikala postoji visoka korelacija, ali je kod
hvatanja DPPH radikala ocit stereokemijski efekt koji moze utjecati na prividno nepostojanje
antioksidacijske aktivnosti kod nekih spojeva. Zanimljivo je da korelacija postoji samo izmedu
podataka za odredenu antioskidacijsku aktivnost i antifungalnog djelovanja prema Fusarium
vrstama ispitanim u ovom radu. Prema istraZivanju Thompsona (1991., 1992.) fenolnim
antioksidansima se moze kontrolirati germinacija konidija, rast i biosinteza aflatoksina kod
plijesni A. flavus i A. parasiticus, dok prema Etcheverryju i sur. (2002.) komercijalno dostupni
antioksidansi inhibiraju rast plijesni F. verticillioides i F. proliferatum. Novija istrazivanja,
naime, pokazuju da su se Fusarium vrste pokazale osjetljivije na djelovanje antioksidanasa od
Aspergillus vrsta (Passone i sur., 2007.), pa je to mozda uzrok ovoj korelaciji. Unato¢ niskoj
korelaciji postoji nekoliko spojeva koji u isto vrijeme pokazuju vrlo visoke vrijednosti za obje
aktivnosti, antioksidacijsku i antifungalnu.

Primjerice, Schiffove baze 2k i 2i u isto vrijeme pokazuju izvrsna antioksidacijska i
antifungalna svojstva, kao i tiosemikarbazidi 3c i 3e, pa se te strukture mogu izdvoijiti za
daljnje proucavanje i potencijalnu primjenu u prehrambenoj industriji ili poljoprivredi.
Naime, Mabrouk i sur. (1992.) su dosli do zakljucka da kumarinski spojevi djeluju
antiaflatoksikogeno kod A. flavusa, osobito na biosintezu aflatoksina B, Sto bi moglo biti od
velikog znacdaja u prehrambenoj industriji i poljoprivredi gdje kontaminacija namirnica i

sirovina mikotokisnima predstavlja veliki problem.

117



6. ZAKLJUCCI



6. Zakljucci

Sintetskom modifikacijom 7-hidroksi-4-metilkumarina, u prvom koraku je u reakciji s
etilbromoacetatom uz K,CO; dobiven je etil 2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-
iloksi)acetat, koji je u reakciji s hidrazin hidratom dao polazni spoj za daljnju sintezu

derivata kumarina, 2-(4-metil-2-okso-2H-kromen-7-iloksi)acetohidrazid (1);

Kondenzacijom hidrazida s odredenim aromatskim aldehidima dobiju se Schiffove
baze (2a-z), koje se medusobno razlikuju po vrsti i poloZaju supstituenata na fenilnom

prstenu;

Kondenzacijom hidrazida s izotiocijanatima dobiju se tiosemikarbazidi, supstituirani

razli¢itim skupinama, alikilnim i arilnom, u poloZaju 4 tiosemikarbazidne skupine;

Iz tiosemikarbazida se reakcijom s etilbromoacetatom, u prisutnosti natrijeva acetata,
dobiju 4-tiazolidinoni, takoder s karakteristicnim supstituentima, alkilnim i arilnim, u

polozZaju 2 tiazolidinonskog prstena;

Struktura i ¢istoda svih novosintetiziranih derivata kumarina je potvrdena razli¢itim

metodama;

U skupini Schiffovih baza, najbolju aktivnost hvatanja DPPH radikala pokazuje spoj 2h,
derivat koji u svojoj strukturi sadrzi 2,3-dihidroksifenilnu skupinu, dok spojevi 2h, 2j,
2k, takoder s dihidroksifenilnom skupinom, pokazuju najbolju aktivnost hvatanja
galvinoksil radikala. Odredivanjem antioksidacijske aktivnosti Schiffovih baza
fosfomolibden metodom spojevi 2j, 2h, 2u, 2t, 2x, 2d, 2s i 2c, su se pokazali kao

izvrsni reducensi;

U skupini tiosemikarbazida i tiazolidinona, najbolju aktivnost hvatanja DPPH radikala
pokazuju tiosemikarbazidi 3c i 3e, koji u svojoj strukturi sadrze fenilnu i 4-
metoksifenilnu skupinu, a spojevi 3a, 3b, 3c i 3e pokazuju visoku aktivnost hvatanja
galvinoksil radikala. Tiosemikarbazidi pokazuju bolju aktivnost hvatanja i DPPH i

galvinoksil radikala od pripadajucih tiazolidinona;

Sintetskom modifikacijom, kod Schiffovih baza dodavanjem dihidroksifenilnih skupina
i dodavanjem tiosemikarbazidna skupine sa supstituiranom (4-metoksi skupina) ili

nesupstuituiranom fenilnom skupinom u polozaj 7 molekule 7-hidroksi-4-

119



6. Zakljucci

metilkumarina, znatno se povecala njegova aktivnost hvatanja DPPH i galvinoksil

radikala;

Obje metode odredivanja hvatanja DPPH radikala, spektrofotometrijska i EPR metoda
daju iste rezultate, ali valja napomenuti da je kod EPR metode izbjegnuto pogresno
tumacdenje rezultata zbog zaostanaka rezidualne boje, S$to je moguée kod
spektrofotometrijske metode. Izmedu podataka dobivenih za hvatanje DPPH radikala
i galvinoksil radikala postoji visoka korelacija, ali je galvinoksil radikal puno
dobivenih za hvatanje DPPH i galvinoksil radikala i podataka iz fosfomolibden metode,

ne postoji korelacija;

Schiffove baze pokazuju izvrsnu antifungalnu aktivnost prema Aspergillus flavusu, a
kao najbolje su se pokazale Schiffove baze 2c, 2h, 2i, 2n i 2z, koje pokazuju potpunu
inhibiciju pri svim ispitanim koncentracijama, dok spojevi 2c, 2e, 2k, 2s i 2y pokazuju
vrlo visoku antifungalnu sktivnost prema A. ochraceusu. Kod Fusarium vrsta,
antifungalnu aktivnost prema F. graminearum pokazuju sve Schiffove baze, kao i
vecina tiosemikarbazida i tiazolidinona, dok spojevi 2i, 2j, 2n, 2r, 2s i 2z pokazuju
visoku antifungalnu aktivnost prema F. verticillioides. Schiffove baze, derivati 7-
hidroksi-4-metilkumarina su izvrsna antifungalna sredstva prema ispitanim plijesnima

na koncentracijama 1 pg/mLi 0,1 pg/mL;

U skupini tiosemikarbazida i tiazolidinona kao najbolja antifungalna sredstva prema
plijesni A. flavus su se pokazali spojevi 3¢, 4c i 4e, a antifungalna aktivnost prema A.
ochraceus je uocena kod spojeva 4a, 4d, 3e, 4e. U skupini tiosemikarbazida i
tiazolidinona najbolju antifungalnu aktivnost prema F. verticillioides pokazuju spojevi

3¢, 4c, 3e i de;

Dodavanjem azometinske skupine (skupina koja karakterizira Schiffove baze) sa
supstituiranim  fenilnim  prstenom (supstituiran  hidroksilnim skupinama il
halogenima) u polozaj 7 molekule 7-hidroksi-4-metilkumarina moze se povedati
njegova antifungalna aktivnost prema plijesnima A. flavus, A. ochraceus, F.

graminearum i F. verticillioides;
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Izmedu antioksidacijske i antifungalne aktivnosti prema Aspergillus vrstama

ispitanima u ovom radu ne postoji korelacija;

Korelacija postoji izmedu antioksidacijske aktivnosti hvatanja galvinoksil radikala i
antifungalne aktivnosti prema F. graminearum, kao i manje znacajna korelacija
izmedu antioksidacijske aktivnosti odredene fosofmolibden metodom i antifungalne

aktivnosti prema F. verticillioides;

Schiffove baze 2k i 2i u isto vrijeme pokazuju izvrsna antioksidacijska svojstva i

antifungalnu aktivnost prema ispitanim plijesnima na ispitanim koncentracijama;

Tiosemikarbazidi 3c i 3e pokazuju izvrsna antioksidacijska svojstva i antifungalnu

aktivnost prema ispitanim plijesnima na ispitanim koncentracijama;

Schiffove baze 2k i 2i i tiosemikarbazidi 3c i 3e su odlican model za daljnju sintezu

novih, ucinkovitijih sredstava s antioksidacijskom i antifungalnom aktivnoscu;

Svi spojevi koji pokazuju dobru antifungalnu aktivnost prema ispitanim plijesnima

mogu se iskoristiti kao predmet daljnjeg istrazivanja na prehrambenim supstratima.
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