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SAZETAK

Sinteza, spektroskopska karakterizacija i antioksidativha aktivnost novih metoki- i

hidroksi-supstituiranih heteroaromatskih derivata

U okviru ovog rada provedena je sinteza, spektroskopska karakterizacija i
antioksidativna aktivnost novih metoksi- i hidroksi- derivata amino supstituiranih benzamida,
benzamidnih derivata benzimidazola, 2-benzimidazola te hidrokloridnih soli benzamida, 2-
benzimidazolil 1 2-benzotiazolil supstituiranih benzamida. Novi spojevi priredeni su klasicnim
reakcijama organske sinteze. Kondenzacijom odgovaraju¢ih supstituiranih benzoil-klorida 2,
14,151 41 s odgovaraju¢éim aminom 3, 4, 16 ili 2-amino-5(6)-nitrobenzimidazolom 42 priredeni
su metoksi supstituirani benzamidi 5, 6, 17, 18 i 43. Amino supstituirani derivati 7, 8, 19, 20 i
44 priredeni su reakcijom redukcije sa SnCl2x2H20. Hidroksi supstituirani derivati benzamida
211 22 priredeni su uklanjanjem zastitnih metoksi skupina koriStenjem reagensa BBrs. Hidroksi
derivat nitro supstituiranog benzimidazola 30 prireden je reakcijom kondenzacije benzojeve-
kiseline 27 s 4-nitro-1,2-fenilendiaminom 29, dok su metoksi derivati cijano supstituiranog
benzimidazola 36-38 priredeni reakcijom kondenzacije odgovarajueg aromatskog aldehida
32-34 s p-cijano-1,2-fenilendiaminom 35, a uklanjanjem zastitne metoksi skupine koriStenjem
reagensa BBrs priredeni su hidroksi derivati cijano supstituiranog benzimidazola 39 i 40.
Hidrokloridne soli priredene su reakcijom protoniranja amino supstituiranih  derivata
benzamida 9, 10, 23, 24, 25, 26, 52, 53, 54 i 55, 2-benzimidazolil supstituiranin benzamida 47,
64, 65166 1 2-benzotiazolil supstituiranin benzamida 61, 62 i 63.

Priredenim derivatima 5, 6, 7, 8, 17, 18, 19, 20, 21 i 22 dodatno su ispitane
spektroskopske karakteristke koriStenjem UV/Vis spektroskopije. Kako bi se ispitala
mogucénost primjene spojeva 7,8, 19, 20, 21 i 22 kao opti¢kih pH senzora, ispitana je i promjena
njihovih spektroskopskin svojstava ovisno o vrijednosti pH otopine koristenjem UV/Vis
spektroskopije. Ispitana je i antioksidativna aktivnost koriStenjem DPPH i FRAP metode.

Spojevi 22, 26, 62 i 63 pokazali su znacajnu antioksidativnu aktivnost.

Kljuéne rije¢i: benzamidi, benzimidazoli, benzotiazoli, UV/Vis spektroskopija, pH senzori,

antioksidativna aktivnost



SUMMARY

Synthesis, spectroscopic characterization and antioxidative activity of novel methoxy-

and hydroxy-substituted heteroaromatic derivatives

This work presents the synthesis, spectroscopic characterization and antioxidative
activity of novel methoxy- and hydroxyl derivatives of amino substituted benzamides,
benzamide derivatives of benzimidazole, 2-benzimidazole derivatives and hydrochloride salts
of benzamides, 2-benzimizolyl and 2-benzothiazolyl substituted benzamides. Novel
compounds were prepared by classical reactions of organic chemistry. Due to the condensation
of substituted benzoyl-chlorides 2,14, 15 and 41 with corresponding amine 3, 4, 16 or 2-amino-
5(6)-nitrobenzimidazole 42 methoxy substituted benzamides 5, 6, 17, 18 and 43 were prepared.
Amino substituted derivatives 7, 8, 19 and 20 were prepared by reduction of nitro analogues
with  SnChLx2H20. By the removal of methoxy protecting groups with BBrz, hydroxy
substituted benzamide derivatives 21 and 22 were synthesized. Hydroxy derivative of nitro
substituted benzimidazole 30 was prepared in the cyclocondensation from benzoic acid 27 with
4-nitro-1,2-phenylenediamine 29 while  methoxy derivatives of cyano substituted
benzimidazole 36-38 were prepared in the cyclocondensation from aromatic aldehyde 32-34
with 4-cyano-1,2-phenylenediamine 35. By the removal of methoxy protecting groups with
BBr3, hydroxy derivatives cyano substituted benzimidazole 39 and 40 were synthesized.
Hydrochloride salts were prepared by protonation reaction of amino substituted derivatives
benzamides 9, 10, 23, 24, 25, 26, 52, 53, 54 and 55, 2-benzimidazolyl substituted benzamides
47, 64, 65 and 66 and 2-benzothiazolyl substituted benzamides 61, 62 and 63.

In addition, the spectroscopic properties of prepared compounds 5, 6, 7, 8, 17, 18, 19,
20, 21 and 22 were studied by UV/Vis and fluorescence spectroscopy. In order to determine the
possibility of compounds 7, 8, 19, 20, 21 and 22 for analytical applications as pH sensors, the
changes of their spectroscopic properties depending on the pH value were studied by UV/Vis
spectroscopy. Also, the antoxidative activity of chosen compounds was determined by DPPH

and FRAP method. Compounds 22, 26, 62 and 63 showed the most pronounced activity.

Key words: benzamides, benzimidazoles, benzothiazoles, UV/Vis spectroscopy, pH sensors,

antioxidative activity
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1. Uvod

Supstituirani  benzimidazoli i njihovi kondenzirani ciklicki derivati privlace znacajnu
paznju organskih 1 medicinskih kemiara  zahvaljyuéi jedmnstvenim  strukturnim
karakteristkama 1 Sirokom rasponu bioloSke aktivnosti koje pokazuju. Osim Cinjenice da su
derivati benzimidazola strukturni izosteri prirodnih nukleotida i imaju sposobnost interakcije s
biomolekulama, benzimidazolska jezgra je sastavni dio brojnih bioloski vaznih prirodnih i
sintetskih spojeva. Optimizacija supstituenata na benzimidazolskoj jezgri rezultirala je mnogim
farmaceutski vaznim spojevima s raznolikim bioloskim aktivnostima kao Sto su antimikrobna,
antiviralna, antitumorska, protuupalna, antioksidativna, antihipertenzivna, antifungalna,
antidijabetska, i mnoge druge, Cine¢i benzimidazolsku jezgru neizostavnom u razvoju novih
terapeutskin agensa. Kondenzirani ciklicki derivati benzimidazola pokazuju zanimljive
spektroskopske karakteristike kao $to su maksimumi apsorpcije u vidljivom dijelu UV spektra
1 jako izrazeni intenzitet fluorescencije, a zbog planarne strukture i posjedovanja visoko
konjugiranog kromofora imaju moguénost interkaliranja izmedu parova baza u molekulama
DNK i RNK, a potencijalnu primjenu nalaze i kao fluorescentne probe za detekciju i
obiljezavanje biomakromolekula u biomedicinskoj dijagnostici. Derivati benzimidazola, osim
navedenih, potencijalnu primjenu nalaze 1 u drugin podru¢jima kao organska bojila 1
fluorescentne boje u tekstilnoj industriji i polimerima, u optoelektronici, laserskoj tehnologiji

te kao potencijalni kemosenzori.
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2.1. Reaktivne Kisikove Cestice i slobodni radikali

Pojavom prvih modrozelenih algi na Zemlji prije 2x10° godina povecala se koli¢ina kisika
u atmosferi Sto je Zivotu na Zemlji dalo odgovarajuce prednosti i nedostatke. Jedna od prednosti
bila je stvaranje i iskoriStavanje vecée koliCine energije za obavljanje Zivotnih funkcija aerobnih
organizama u odnosu na anacrobne organizme. Medutim, nedostatak je da je aerobni
metabolizam povezan s toksinim djelovanjem kisika oksidacijom osnovnih bioloSkih
makromolekula.  Naime, tijjekom normalnog oksidativnog metabolizma u aerobnim
organizmima, kao odgovor na vanjske podrazaje, stvaraju se reaktivne kisikove cestice (ROS).
To su male molekule ili ioni koji se formiraju nepotpunom redukcijom kiska i ukljucuju
slobodne radikale kao $to su superoksidni anion (O2-), hidroksilni radikal (OH), peroksidni
radikal (RO2-) i alkoksilni radikal (RO-), kao i neradikalske cestice koje su oksidacijska
sredstva ¥/ili lako prelaze u radikale poput vodikovog peroksida (H2032), hipoklorne Kiseline
(HOCI), ozona (O3) i singletnog kisika (102). Ukoliko se nespareni elektron nalazi na atomu
dusika, govori se o reaktivnim dusikovim cCesticama (RNS) poput dusiénog oksida (NO™-) ili
dusiénog dioksida (NO2™+). U reaktivne duSikove Cestice ubrajaju se i reaktivne molekule koje
nisu radikali poput dusicne kiseline (HNO3) i peroksinitrita (ONOO"). Slobodni radikal je svaka
kemijska wvrsta (atom, ion ili molekula) sposobna za samostalan zivot koja u vanjskoj ljusci
posjeduje jedan ili viSe nesparenih elektrona koji su odgovorni za nestabilnost 1 reaktivnost svih
radikala $to je rezultat njihova nastojanja da popune valentnu orbitalu i time postignu stabilnu
elektronsku konfiguraciju. Prema naboju radikali mogu biti pozitivni, negativni ili neutralni, a
mogu biti organske i neorganske prirode. Proces nastanka radikala u stanicama je neprekidan,
,Slucajan®, a jednom stvoreni slobodni radikal moZe izazvati niz lanCanih reakcija reagirajuéi s
drugim manje reaktivnim vrstama. Karakteristiéne reakcije slobodnih radikala su: davanje
elektrona (s reducirajueg radikala), primanje elektrona (na oksidiraju¢i radikal), oduzimanje

vodika, reakcija adicije, reakcija poniStavanja, reakcija disproporcionalnosti (Slika 1.) !

e e’ e+ H' e+ H!
O, 0, W’ H>0, < » OoHe—P H,0
superoksid vodikov \ hidroksilni

.

~~— peroksid radika

NO-e — A H20
dusicni oksid i
ugiéni oksi ’ ONOO-

peroksinitrit

Slika 1. Put redukcije kisika i nastanak slobodnih radikala



2. Op¢ci dio

ROS nastaju pod utjecajem egzogenog izvora kao Sto je ultravioletno 1 ionizirajuée zracenje,
ozon, stres, kemoterapeutici, alkohol, opijati, herbicidi, kemijski one¢iS¢iva¢i (sastojci smoga,
duhanski dim), a moze biti 1 masna hrana i suSeno meso ili se endogeno stvaraju u organizmu
tijekom metabolickih procesa, prvenstveno u procesima fosforilacije.? Slobodni radikali su u
organizmu ve¢inom prisutni u niskoj koncentraciji (10-°-10-° mola). U vi§im koncentracijama
pokazuju toksicne ufmnke pri ¢emu dolazi do stanja oksidacijskog stresa 1 moze do¢i do
oksidacije nukleinskih kiselina, proteina ili lipida.®*>. Osteéenje bioloskih makromolekula
moze dovesti do promjena u stanicnoj strukturi i1 funkciji te icirati degenerativne bolesti.
Medutim, oni istovremeno pomazu u metabolizmu, oksidiraju¢i ugljikohidrate, masti i
bjelanCevine, stvarajuéi toplinu i energiju. Zato se funkcija sustava antioksidansa ne sastoji u

tome da se oksidans u potpunosti ukloni, nego da ga se drz na optimalnoj razini.®

2.2. Oksidacijskistres

Oksidacijski stres definira se kao pomak ravnoteze u stanicnim oksidativno-redukcijskim
reakcijama u smjeru oksidacije koje moze dovesti do oSteCenja tkiva 1 organa. Rije¢ je o stanju
prekomjernog stvaranja slobodnih radikala kisika ili smanjene antioksidacijske zastite pri cemu
dolazi do gubitka ravnoteze stvaranja slobodnih radikala i moguénosti neke stanice da ih
razgradi, a rezultira promjenama vezanim uz oSteCenje stanice. Na molekularnoj razini
oksidacijsko oStecenje moZe utjecati na strukturu i1 funkcju brojnih biomolekula poput
ugljikohidrata, proteina inukleinskih kiselina te zapoceti lanCanu reakciju peroksidacije lipida
Sto kona¢no rezultira promjenama u strukturi i funkciji stanici, tkiva i organa. Tako nastala
oste¢enja mogu narusiti homeostazu iona, prijenos signala u stanici, gensku transkripciju i
dovesti do drugh poremecaja. Oksidacijski stres ima znacajnu ulogu u etiopatogenezi
kardiovaskularnih i infektivnih bolesti, karcinoma, dijabetesa, neurodegenerativnih bolesti,

procesa starenja. Jos§ uvijek nije poznato je li oksidacijski stres uzrok ili posliedica bolesti.”

2.3. Antioksidacijska obrana od reaktivnih kisikovih cestica

Antioksidans je molekula sposobna da uspori ili sprije¢i oksidaciju drugih molekula i Stiti
stanice od oSteCenja uzrokovanog nestabilnim molekulama poznatih kao slobodni radikali.
Antioksidansi reagiraju i stabiliziraju slobodne radikale na nac¢in da doniraju elektron
slobodnim radikalima 1ioni viSe nemaju potrebu napadati stanicu te na taj naCin mogu sprijeciti

neka od oSte¢enja koje bi oni mogli uzrokovati i dovesti do nastajanja raka. Kao rezultat

5
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antioksidansi su Cesto reducirajui agensi, kao na primjer tioli, askorbinska Kiselina ili
polifenoli. Znanstvene spoznaje upucuju na to da antioksidansi utjeCu na smanjenje rizika od
kroni¢nih bolesti, karcinoma i kardiovaskularnih poremecaja. Primjer antioksidansa ukljucuje
beta-karoten, likopen, vitamine C, E, A i ostale supstance. Niska razina antioksidanta ili
inhibicija enzima antioksidansa uzrokuje oksidacijski stres i moZze oStetiti ili ubiti stanice.
Oksidacyski stres moze biti vazan Cimbenik u nastajanju mnogih ljudskih bolesti pa je zbog
toga upotreba antioksidansa u farmakologiji vrlo proucavana, osobito kao lijek protiv
mozdanog udara i neurodegenerativnih bolesti. Antioksidansi se Siroko koriste kao sastojak
dodataka prehrani u nadi da ¢e odrzati zdravlje i sprijeciti bolesti poput raka i koronarne bolesti
srca. Antioksidansi se svrstavaju u dvije velike skupine, ovisno o tome jesu li topljivi uwvodi ili
u mastima. Oni topivi u vodi (askorbinska kiselina) reagiraju s oksidansima u citosolu stanica i
krvne plazme, a oni topivi u lipidima (vitamin E, karotenoidi, koenzim Q10) $tite stani¢ne
membrane od peroksidacije lipida. Organizam sadrzi slozenu mrezu antioksidativnih
metabolita i1 enzima koji zajedni¢ki sprjeCavaju oksidacijsko oStecenje staniénih komponenti,
DNK, proteina i lipida. Stanicna zastita od reaktivnin oksidansa u aerobnom metabolizmu
organizirana je u tri razine, i to kao prevencija, hvatanje slobodnih radikala i popravak Stete.
Antioksidacijski sustav enzima (Slka 2) vrlo je sloZzen 1 sastoji se od primarnih enzimskih
antioksidacijskih sustava kao S§to su superoksidna dismutaza (SOD, katalizira dismutaciju Oz
*), glutation-peroksidaza (GPx, odstranjuje H20:21 sprje¢ava stvaranje OH )i katalaza (KAT,
odstranjuje  H202 razgradnjom u vodu i kisik) te sekundarnih enzimskih antioksidacijskih
sustava (glutation-reduktaza, glukoza-6-fosfat dehidrogenaza, glutation, glutaredoksin,
peroksiredoksin 1 tioredoksin). U bioloskim sustavima antioksidansi odstranjuju slobodne
radikale, najceS¢e katalitickim putem, kao Cistaci ili u obliku proteina koji umanjuju valjanost
prooksidansa, primjerice iona metala ili dr. Antioksidansi mogu pomo¢i pri antioksidacijskoj
regeneraciji. Primjerice koenzim Q10 regenerira vitamin E, lipoi¢na kiselina regenerira vitamin
E, vitamin C, koenzim Q10 i glutation ¢ime se sprjeCava oSte¢enje lipidnog sloja stani¢nih
membrana. lako se ve¢ina antioksidansa stvara endogeno, neki se primjenjuju egzogeno kao
dodaci hrani ili im je hrana izvor. Egzogeni antioksidansi su vitamin E, vitamin C, beta-karoten
(prethodnik vitamina A), likopen iz raj¢ice te flavonoidi iz voéa, vina ili ¢aja.® Vamost
iterakcije izmedu razli¢itih antioksidansa je vrlo sloZzeno pitanje jer razliciti metaboliti 1
enzimski sustavi imaju sinergisticno djelovanje iovisni su jedni o drugima. Djelovanje jednog
antioksidansa moze ovisiti o pravilnoj fimkciji ostalih ¢lanova sustava.® Enzimi (SOD, CAT,
GSHPx) ne mogu obavljati svoju funkciju bez prisustva antioksidansa koje unosimo putem

hrane.
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Slika 2. Sustav antioksidacijskih enzima!

Osim upotrebe prirodnih antioksidansa u medicini, ovi spojevi imaju i velike industrijske
namjene kao konzervansi u hrani i kozmetici, sprjeCavanju degradacije guma ibenzina. Vrlo je
bitno da ulja za podmazivanje ostanu stabilna 1tekuca da ne bi doSlo do isuSivanja boje. Zbog
toga ulja obino sadrze malu koli¢inu antioksidansa kao npr. fenol ili derivate amina. Iako
plastika Cesto nastaje djelovanjem slobodnih radikala, isto tako se moze slomiti istim
postupkom pa zbog toga i plastika treba antioksidanse kao zastitu poput fenola ili naftola. Niska
gustoca polietilena takoder je zaStiCena pomocu cade koja apsorbira ultraljubicasto zracenje

koje uzrokuje stvaranje radikala.'®

2.3.1. lzvori ipodrijetlo antioksidansa

Ve¢ina stanica u naSem organizmu sposobna je tolerirati blagi oblik neravnoteZze
prooksidansa/antioksidansa ukoliko unosimo dovoljno antioksidacijskih nutrijenata iz hrane.
Antioksidansi se u velikoj kolicini nalaze u vocu ipovréy, ali iu drugoj hrani uklju¢ujuéi orahe,
zitarice, neko meso, perad i ribu. Beta-karoten naden je u ve¢ini hrane naranCaste boje poput
batata, mrkve, dinje, marelica, bundeva i manga. Takoder i zeleno lisnato povrée bogato je beta-
karotenom uklju¢uju¢i Spinat, kelj i rastiku.l’ Lutein, najpoznatiji za zdrave o&i, obilno je
prisutan u zelenom lisnatom povréu kao §to je Spinat, kelj i raStka. Likopen je snazan
antioksidant pronaden u rajicama, lubenici, papaji, marelici, crvenom grejpu, crvenim

naranCama 1 ostalom vocu. Selen je mineral, neaktioksidativni nutrijent, medutim, sastavni je
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dio antioksidacijskih enzima. Riza i pSenica su glavni prehrambeni izvor selena u vecini
zemalja. Koli¢ina selena u tlu razlikuje se od regije do regyje Sto u konacnici odreduje koli¢inu
selena u hrani uzgojene na tom tli. Zivotinje koje jedu Ztarice i bilike uzgajane na tlu bogatom
selenom imaju vecu koli¢inu selena u svojim miSi¢ima. U SAD-u su meso 1 kruh uobiCajeni
izvori selena. Braziski oras¢i¢ takoder sadrzi velike koli¢ine selena. Vitamin A nalazi se u tri
glavna oblika: retinol (vitamin Al), 3,4-didehidroretinol (vitamin A2) i 3-hidroksiretinol
(vitamin A3). Hrana bogata vitaminom A ukljucuje slatki krumpir, mrkvu, mljeko, zZumanjke,
mozzarella sir. Vitamin C poznat kao aksorbmska kiselina moze se na¢i u velikoj kolicini u
vecini voca i povrca, takoder i u Ztaricama, govedini, peradii ribi. Vitamin E, poznat kao alfa-
tokoferol, moze se na¢i ubademima iumnogim uljima pSeni¢nih klica kao §to su suncokretovo,

kukuruzno 1 sojino ulje, a osim toga iu mangu, orasima, brokuli i slicnim namirnicama.

2.3.2. Klasifikacija antioksidansa
Antioksidansi se dijele u dvije skupine:

1) Primarni ili prirodni antioksidansi

2) Sekundarni ili sintetski antioksidansi

PRIMARNI ILI PRIRODNI ANTIOKSIDANSI

To su antioksidansi koji kidaju lance u reakciji s lipidnim radikalima i pretvaraju ih u stabilnije
produkte. U svojoj strukturi ve¢inom sadrze fenolnu skupinu i obuhvaéaju sliedeée!?:

1) Mineralni antioksidansi — kofaktori antioksidativnih enzima njihov izostanak ¢e utjecati
na metabolizam mnogih makromolekula poput ugljikohidrata. Primjer: selenij, bakar,
zeljezo, cink 1 mangan.

2) Antioksidativni vitamini — potrebni za ve¢inu metabolickih funkcija. Primjer: vitamin
C, vitamin E i vitamin B.

3) Fitokemikalije — to su ve¢inom fenolni spojevi koji nisu ni vitamini ni minerali, a
ukljucyju: flavonoide koji daju boju vocu i povréu, ztaricama, lS¢u, cvije¢u i kori
drveta. Katehini su najaktivniji antioksidansi u zelenom i crnom c¢aju. Karotenoidi su
pigmenti koji daju boju vocu i povréu. Beta-karoten se u velikoj koli¢ini nalazi u mrkvi,

pretvara se u vitamin A kada tijelo nema dovoljno vitamina.
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Likopen, snazan antioksidans kojim je bogata crvena rajcica i zeaksantin koji se u
velikoj koli¢ini nalazi u Spinatu 1 u ostalom zelenom povréu, Cesto se naziva ,vitamin

za oCI".

SEKUNDARNI ILI SINTETSKI ANTIOKSIDANSI

Fenolni spojevi koji obavljaju funkciju hvatanja slobodnih radikala i zaustavljaju lancane
reakcije. Ti spojevi ukljucuju:

1) Butilirani hidroksi anizol (BHA)

2) Butilirani hidroksi toluen (BHT)

3) Propil-galat (PG) i metalni keliraju¢i agens (EDTA)

4) Tert-butilni hidrokinon (TBHQ)

2.3.3. Tipovi antioksidansa

ASKORBINSKA KISELINA

HO
HO \ ©
HO'  ©OH

Slika 3. Struktura askorbinske kiseline

Vitamin Cili askorbinska kiselina, monosaharidni je antioksidans topiv u vodi pronaden
u bilkama 1 Zivotinjama. Ljudi ga, za razliku od zvotinja, ne mogu sami proizvesti, nego se
mora unositi u organizam putem hrane i vitamina. Vitamin C je elektron-donor te moze smanjiti
aktivnost oksidansa koji reagiraju s tri kategorije biomolekula; mastima, proteinima i s DNK.
Moze reagirati is tvarima koje nisu radikali, ali su vrlo reaktivne kao §to je nitrozamin te ima
mogucnost regenerirati druge antioksidanse kao npr. vitamin E. VaZzan izvor vitamina C je

citrusno vode, zelena paprika, brokula, zeleno lisnato povrée, jagode, sirovi kupus i krumpir.13
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VITAMIN E

Vitamin E (o-tokoferol) je naziv za skup od 8 u masti topivih tokoferola i tokotrienola
sa znaCajnom sposobnoS¢u zaStite staninih membrana od oSte¢enja reaktivnim kisikovim
Cesticama. Svojim antioksidacijskim svojstvima odgada starenje i1 odumiranje stanica, a ima
ulogu iu razvoju te odrzavanju funkcije zivéanog imiSiénog sustava, Stiti stanice od negativnog

utjecaja zagadivaca iz okoliSa 1 UV zraka.

Slika 4. Struktura vitamina E

Prema dosadasnjim ispitivanjima, zna¢aj vitamina E u malignim bolestima uoCava se kroz
preventivni utjecaj na karcinom dojke te smanjenje ucestalosti karcinoma prostate i

kardiovaskularnih oboljenja.

KAROTENOIDI

Beta-karoten, kriptoksantin, alfa-karoten, zeaksnatin, Ilutein i likopen su prirodni
pigmenti odgovorni za crvenu, narancastu, Zutu izelenu boju voca i1 povréa. Sintetiziraju ih svi
fotosintetski organizmi, neke bakterije i gljivice. Razina karotenoida utkivu sisavaca povezana
je s njihovim potencijalnim Zivotnim vijekom odnosno Sto je u tkivu viSe vrsta karotenoida,
duzi je prosje¢ni Zivotni vijek. Najvazniji karotenoidi su beta-karoteni, koji u organizmu
sisavaca prelaze u vitamin A. SkladiStenjem karotenoidi mogu izgubiti svoja aktivna svojstva
zbog djelovanja enzima i izloZzenosti svjetln i kisiku, medutim zamrzavanjem se odrZava
stabilnost karotenoida. Kombinacija beta-karotena, vitamina C i vitamina E pokazala je

pobolisanu funkciju pluca kod sportasa prekomjerno izlozenih zagadenom zraku.4

BETA-KAROTEN

Beta-karoten je prirodni, u masti topiv crveni pigment, izoliran 1830 god. iz mrkve
(eng. carrot) te je stoga nazvan ‘karoten”. Njegova apsorpcija i uéinkovitost ovise o njegovu
obliku i unosu masti i ulja, aodvija se pasivnom difuzijom utankom crijevu. Jedna se molekula

beta-karotena pomocu crijevnih enzima cijepa u dvije molekule vitamina A koji djeluje kao
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snazan antioksidans, podrZzavajuéi imunoloSki sustav. Takoder stimulira obrambene snage
organizma te je potreban za stvaranje pigmenta melanina u koz. Beta-karoten pomaze
stimulaciji proizvodnje sluzi u nosu, o¢ima, pluéima, grlu i crijevima te S§titi od virusa

djelovanjem na munoloski sustav tako §to podrzava funkciju bijelih krvnih stanica.

Slika 5. Struktura p-karotena

LUTEIN

Slika 6. Struktura luteina

Lutein je zuckasti pigment takoder topljiv u mastima, a otkriven je u zutanjku jajeta.
Sac¢injava veliki dio o¢nog pigmenta, a kao izraziti antioksidans ima snazno zastitno djelovanje
na makulu. Naime, lutein izgraduje zastitni pigmentni sloj koji filtrira plavi dio svjetlosnog
spektra (upravo je plavi dio spektra odgovoran za oksidacijska oSte¢enja struktura oka)

prikuplja svjetlosne pigmente 1 na taj nacin $titi od toksicnog djelovanja UV zraCenja.

LIKOPEN

Slika 7. Struktura likopena

Likopen je pigment crvene boje, istaknuti ¢lan karotenoida, topljiiv u mastima. U vecoj
ga koncentraciji ima u rajcici (bioraspolozivost likopena je u termiCki obradenoj rajéici Cetiri
puta veéa nego u sirovoj), lubenici, crvenoj paprici i u mikroorganizmima gdje prikuplja

11
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svjetlosne pigmente 1 Stiti od toksicnih efekata kisika 1 zraka. Likopen ima jedinstvenu
sposobnost inaktivacije slobodnih radikala koji mogu oStetiti nase stanice, a kao glavni
karotenoid u ljudskoj krvi, $titi lipide, proteme i DNK od oksidacije. Apsorbirani lkopen
akumulira se u jetri, nadbubreznoj Zljezdi 1 testisima.

SELEN

Selen je element u tragovima, uzajamno djeluje sa svakim nutrijentom Kkoji utjeCe na
antioksidativnu ravnotezu u stanicama. Ovaj mineral sprjecava oStecenje stanica od reaktivnih
kisikovih Cestice ina taj nacin Stiti stanicu od nastanka raka. Sudjeluje u ocuvanju elasticnosti
tkiva i smanjenju simptoma artritisa te Stiti tijelo od starenja. Selen je najbolje unositi preko
hrane jer velike doze uobliku dodataka prehrani mogu biti toksi¢ne. Bogat prirodni izvor selena
je riba, Skoljke, crveno meso, ztarice, jaja, piletina 1 ¢eSnjak. Povrée takoder moze biti dobar

izvor ako se uzgaja na tlu bogatom selenom.

CINK

Cink je esencijalni mineral potreban za izvrSenje velikog broja metabolickih procesa u
tijeh. Stiti od UV zradenja, smanjuje rizk od raka i kardiovaskularnih bolesti U obliku
dvovalentnih iona pruza zastitu koze od UV zraka. Cink je ukljuCen u velik broj enzimatskih
sustava. FizioloSke funkcije koje ovise o cinku su rast i dioba stanica, spolno sazrijevanje,
reprodukcija te zacjeljivanje rana, a viSestruko je ukljuCen i usam imunosni sustav. Poznata su
dva antioksidativna mehanizma cinka. Cinkovi ioni mogu zamijeniti redoks aktivne molekule
na kriticnim mjestima stanicne membrane 1 stabilizirati proteine koji inaCe mogu reagirati s vrlo
nestabilnim mineralima, osobito bakrom i Zellezom u obliku slobodnih radikala. Cink se u
mozgu nalazi u vecoj koncentraciji od bilo kojeg drugog minerala. Nedostaci cinka nisu
uobiCajeni u razvijenim zemljama, medutim, pojavljuje se kod trudnica idjece urazvoju. Niska
razina cinka ograniava prijenos Zeljeza 1 vitamina A do ciljnih tkiva. Osiromaseno tlo,
zagadivaCi okoliSa i dijeta bogata ugljikkohidratima znatno smanjuju koli¢inu cinka u nasem
organizmu. Prirodni izvori su rakovi, puretina, tuna, iznutrice, pivski kvasac, sjemenke

bundeve, sir, soja, grasSak, sirove kamenice, sirove psSenicne klice.

12
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KOENZIM Q10

Koenzim Q10 kao prirodna tvar prisutan je u svakoj tjelesnoj stanici a pripada skupini
tvari koje se nazivaju ubikinoni (ubiquitus —svugdje prisutan). U njegovoj gradi sudjeluju ugljik
(82.08%), vodik (10.51%), kisik (7.41%). Nastaje u svim tkivima sisavaca iz aminokiselina
tirozina i fenilalanina te iz acetil-CoA. Ubikinoni su lipofilne u vodi netopive tvari ukljuCene u
transport elektrona i protona te na taj na¢in omogucuje stvaranje energije kod aerobnih

organizama. Snazan je antioksidans koji Stiti lipidnu membranu, proteme i DNK.

0

0 CH
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3C\O AN H

O CHz| 6-10

Slika 8. Struktura koenzima Q10
Koenzim Q10 nalazi se prvenstveno u ribi (skusa, losos, srdela) i govedem mesu te orasima, ali

su koncentracije u hrani daleko manje od koli¢ine koju mozemo dobiti putem dodataka.

Tablica 1. Antioksidativni kapacitet svjezeg povrca, Zitarica i mahunarki dobiven pomocu

DPPH metode.

Namirnica Antioksidativni kapacitet TE/100 g
Crveni grah 11459
Grozdice 5900
PSeni¢ne mekinje 4620
Crveno grozde 1350
Crveni kupus 1000

PSeni¢no brasno (rafinirano) 600

Cuvijet brokule 500
Spinat 500
Zeleno grozde 400

13
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Rajcica 300
Grasak 175
Zeleni kupus 150

2.3.4. Kemija antioksidanata

Pod pojmom kemija antioksidanata podrazumijeva se mehanizam djelovanja
antioksidanata te su predloZzena dva mogu¢a mehanizma djelovanja. Prvi je mehanizam
cijepanja lanaca u kojem primarni antioksidans donira elektrone slobodnom radikalu prisutnom
u sustavu, npr. lipidnom radikalu. Drugi mehanizam ukljucuje uklanjanje micijatora ROS
(reaktvinih kisikovih Cestica) 1 RNS (reaktivnih duSikovih Cestica).

LANCANA REAKCIJA SLOBODNIH RADIKALA

INICIJACIJA — dolazi do pucanja kovalentne veze iu molekuli nastaju dva slobodna radikala,
povecava se broj slobodnih radikala;

1) RH = R-+H-

2) R- % R-+02 = ROO-

3) 2ROOH —* ROO- + RO + H20

PROPAGACIJA — stvoreni slobodni radikal daje novi radikal i stabilan produkt, odrzava se broj
slobodnih radikala;

1) R-+02 = ROO-

2) ROO- +RH = ROOH+R-

3) RO-+RH = ROH +R-

TERMINACIJA — spajanje dvaju radikala i nastajanje stabilnog neradikalskog produkta te
smanjenje broja slobodnih radikala;

1) R-+R —* R-R

2) R-+ROO-—*> ROOR

3) ROO-+ROO- —* ROOR + 02

4) Antioksidans + Oz = oksidirani antioksidans

14
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2.3.5. Ostecenja i bolesti nastale djelovanjem slobodnih radikala

Slobodni radikali pridonose razvoju mnogih razli¢itih bolest. Kemiski, tvar koja se
oksidira otpusta elektron, a tvar koja se reducira prima elektron. Sve kemiske reakcije
ukljuCuju prijenos elektrona. Tijelo generira energiju postepenom oksidacijom hrane i na
kontrolirani na¢in ju pohranjuje u obliku kemijske potencijalne energije ATP-a (adenozin-
trifosfata).  Slobodni radikali generiraju se uglavnom tijekom proizvodnje ATP-a u
mitohondrijima. Tijekom tog procesa, radikali dolaze iz mitohondrija od reaktivnih kisikovih
Cestica, kao $to je superoksidni anion (O27)i hidroksi radikal (HO-) i ostalih reaktivnih kisikovih
Cestica kao Sto je singletni kisik (O2%), uniStavaju sustav tijela posebice kod mjesta gdje se
generiraju slobodni radikali. Ultrajubiasto zracenje koje prodire u kozu, kao 1 one€is¢eni zrak,
s visokom koncentracijom smoga koji udiSemo, takoder stvara slobodne radikale. Hrana poput
lipida, u prisutnosti Fe3* i Fe2*, vodi do stvaranja vodikovog peroksida iz kojih se dalje generira

hidroksilni radikal iz reakcije koja oCigledno ovisi o prisutnosti iona zeljeza.

Fe3*+ ROOH —* Fe2* + ROO- + H*
Fe?* + ROOH —» Fe3* + RO~ + OH-

Formiranje alkilnih slobodnih radikala direktnom reakcijom masti i ulja.

Fe3*+RH —» Fe?*+R- +H*

Aktivacija molekularnog kisika u singletni Kisik.
Fe?*+ 02 — Fe3*+ 0%

2.4. Antioksidacijski hibridni pristup

Hibridni sustavi izgradeni su od razli¢itih molekularnih jedinica prirodnog i neprirodnog
podrijetla a koji mogu transformirati ili povecati razlicite jedinice ili stvoriti molekule s
visefunkcionalnim znaCajkama i novim svojstvima. Ovaj dizajn antioksidacijskih enzima i ne-
enzimskih antioksidansa u konjugaciji s drugim bioaktivnim molekulama/lijekovima koji se
koriste u bolestima induciranim oksidacijskim stresom mogle bi biti korisne 1 povecati

potencijal i raznolikost lijekova kandidata/molekula.t®
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2.4.1. Hibridi koji se temelje na 1,2-ditiolnoj jezgri

Alfa-lipoicna kiselina (ALA) 1 takoder poznata kao 1,2-ditiofen-3-pentanska kiselina,
prirodni je antioksidans koji hvata ROS i obnavija ili reciklira endogene antioksidanse. Postoji
U R- i S- enatiomernim oblicima, medutim, samo je R-LA konjugirana na konzervativni lizinski
ostatak povezana amidnom wvezom s mitohondrijskim multi-enzimskim kompleksom koji
katalizira oksidativnu  dekarboksilaciju  keto Kkiseline (npr. piruvat-dehidrogenaza, 2-
oksoglutarat-dehidrogenaza i transketolaza) i cijepanje glicina pa prema tome ima kljuénu
ulogu u energetskom metabolizmu mitohondrija. ALA se lako prenosi i reducira u stanicama i
tkivima u dihidrolipoi¢nu kiselinu (DHLA) 2 i vr$i oksidativnu zaStitu u unutarstanicnom i
medustanicnom podruéju. Osim toga kiseline su takoder uklju¢ene i u regeneraciju ostalih
antioksidana (vitamina C i vitamina E) preko redoks spojke (coupling) i u povecanje
unutarstanine razine glutationa. Tiolna skupma glutationa znacajno pridonosi oksidativnoj
obrani mozga, ali glutation se za razlku od o-LA ne moze direktno primijeniti. In vitro
ispitivanja na Zvotinjama i preliminarne studije na ljudima pokazuju da bi alfa-lipoat mogao

biti u¢inkoviti u brojnim neurodegenerativnim poremecajima.6

n=3 n=4
COOH COOH

Slika 9. Strukture ALA 1 i dihidrolipoicne kiseline 2

2.4.1.1. Hibridi s 1,2-ditiolnom jezgrom kao neurozastitna sredstva

U nastojanju da se dizajniraju potencijalni neurozastitni agensi s 1,2-ditiolnim skeletom,
Koufaki M. i suradnici konjugirali su ALA 1 s kateholom 3 (ortho izomer benzendiola) koji je
izazvao hipokampus HT22 stanica.l’ Zanimljivo je da se neuroza$titni potencijal povecao
priilkom bioizosterne zamjene amidne skupine s heteroatomskim prstenovima, kao Sto su
triazol, 1,2,4-oksadiazol, 1,3,4-oksadiazol, tetrazol ili tiazol 4a-e,uusporedbi s pocetnom ALA.
Rezultati su pokazali da u sluicaju 4d ucinak heteroatomatskog i slobodne fenolne skupine u

jednoj molekuli daje sinergijski ucinak bolji nego aditivi.

16



2. Op¢ci dio

n=02 n=4
HO HO
jij n X7 R
S\
HO HO S
3 4a X = 1,2,4-oksadiazol

4b X = 1,3,4-oksadiazol
4¢ X =1,2,3-triazol

4d X = Tetrazol

4e X = Thiazol

Slika 10. Kemijske strukture katehola 3 i hibrida 4a-4e

2.4.1.2. Hibridi s1,2-ditiolnom jezgrom kao kardiozastitna sredstva

Koronarma zaceplienja arterija proizlaze zbog nakuplijanja masnih tvari ili Stete na
endotelnim stanicama krvnih Zila $to dovodi do sr€anog udara (infarkt miokarda). Opcenito,
lijeCenje akutne miokardijalne ishemije (smanjen dotok krvi u srce) ukljuCuje upotrebu
trombolitika ili perkutane transluminalne koronarne angioplastike (PTCA) koja ucinkovito
vraca protok krvi u miokardu i smanjuje ukupnu smrtnost. Medutim, ove terapije ne Stite srce
od ostecenja uzrokovanih ROS proizvedenih priikom ponovnog primitka oksigenirane krvi u
ishemicni miokrad (reperfuzija). Nadalje, utvrdeno je da slobodne radikalske cestice kisika
reagiraju s fosfolipidnim komponentama miokarda i utjeCu na selektivnu propusnost stani¢nih
membrana §to rezultira razvojem po Zivot opasne ventrikularne aritmye vili fibrilacije. S druge
strane, eksperimentalni podaci podupiru hipotezu da mhibitori lipidne peroksidacije, kao Sto je
vitamin E, S$tite miokard od I/R ozljeda. Da bi istrazili ulogu lpoicne kiseline na
kardiovaskularna oStecenja, ista skupina istrazivaca konjugirala je ALA 1 s troloxom 5 te je
ispitana mhibicija lipidne peroksidacije 1 antioksidacijski kapacitet (mjereno kao sadrzaj

malondialdehida).

HO @)

OH
0]

5
Slika 11. Struktura troloxa 5

Lipoicna kiselina supstituirana amidnom skupinom na polozaju C-21i C-5 pomoc¢u metilenske
poveznice 6a-b, 7-10 utvrdena je kao bitna karakteristika za suzbijanje ukupne reperfuzijske
aritmije, dok su spojevi direktno povezani na C-4 polozaj 8 i smjesa trolox/lipoi¢ne kiseline

smanjuje aritmiju sa 63,5% na 53%.
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Slika 12. Strukture hibrida trolox-lipoicne kiseline

2.4.1.3. Hibridi s 1,2-ditiolnom jezgrom kao radiozastitna sredstva

Melatonin (N-acetil-5-metoksitriptamin) 11, hormon epifize Kkoji regulira cirkadijurni
ritam, kontrolira ciklus spavanja i1 budenja, a takoder ima sposobnost zatititi nuklearnu 1
mitohondrijsku DNK od oksidativnog oS$te¢enja. Nadalje, zbog znafajne primjene kod raka,
poremecaja  imunoloskog  sustava, kardiovaskularne  bolesti  depresije, sezonskog
emocionalnog poremecaja (SAD), poremecaja ritma spavanja i seksualne disfunkcije Cine
melatonin vrlo zanimljivom biomolekulom. Radiozastitna aktivnost melatonina poveéana je
konjugacijom s 1,2-ditiolnom jezgrom (ALA) 1 tvore¢i strukturu nove hibridne molekule
melatoninolipoamida 12.

(CH,),NHCOCH; (CHZ)ZNHCO(CH2)44(\‘
HsCO HyCO s—S
N N
N N
H H
11 12

Slika 13. Struktura melatonina 11 i melatoninolipoamida 12
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2.4.1.4. Hibridi s 1,2-ditiolnom jezgrom kao anti-upalna sredstva

U poslednjih nekoliko godina antioksidansi se koriste 1 u hjeCenju upalih bolesti.
Postoje mnogi spojevi s heteroaromatskim prstenima, prirodnog i sintetskog porijekla koji su
pokazali potencijalnu inhibiciju upalnih procesa. S obzirom na tu ¢injenicu, heteroaromatsk i
prsten konjugiran s lipoinom kiselinom preko amidne veze moze tvoriti potencijalni lijek
kandidat. Brojne molekule kao $to su kinolinon-3-aminoamid 13 i kurmatin-3-aminoamid 14
su konjugirane s lipoicnom kisleinom te im je testirana sposobnost inhibicije lipoksigenaze
(LOX %, 0.1 mM) ikaragenana koji inducira endem Sape Stakora (CPE %, 0.01 mmol/K g tezine
tijela). Rezultati su pokazali da su spojevi s aromatskim diaminom (posebno 1,2-
fenilendiaminom) u€inkovitiji u odnosu na alifatski diamin, dok je u obrnutom sluc¢aju alifatski
diamin ucinkovitiji u mhibiciji %LOX. Hibridi kinolinon-3-aminoamidi-lipoicne kiseline 15
pokazali su ve¢u mhibitornu sposobnost lipoksigenaze (100%) u odnosu na odgovarajuci
roditeljski amino amid. U slucaju inhibicije CPE %, hibridi kumarin-3-aminoamindi- lipoi¢ne

kiseline 16, pokazali su veci potencijal (73%) u usporedbi s roditeljskim amino amidom.

OH O OH O o}
S
NHXNH, N N S
H H n
N N0 N o n=4
13 X= C6H4 15
OH O OH O O
S
HyC XL HC CH %
3 AN N NH2 3 AN N/( 2)8~N S
H H H n
n=4
o} 0 o) 0
14 X = (CH2)8 16

Slika 14. Strukture kinolin-3-aminoamida 13, kumarin-3-aminoamida 14, hibrida kinolin-3-

amidoamida-lipoicne kiseline 15, hibrida kumarin-3-aminoamida-lipoicne kiseline 16
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2.4.2. Hibridi koji se temelje na a,p-nezasi¢enim karbonilnim skupinama

a,B-nezasicena karbonina skupina pojavijuje se u strukturi prirodnih spojeva poput
kumarina (benz-a-piran) 17, flavona 18, chalcona 19 i kurkumina 20. Dugo se smatralo da je
mehanizam djelovanja ove klase spojeva povezan s interakcijama tiolnih skupina enzima preko
Michaelove adicije na ketovinilnu dvostruku vezu.l® SAR studije pokazale su da su elektron-
privlace¢e skupine (EW) favorizirane jer povecavaju elektrofilnost C-f veze 1 tako olakSavaju
nukleofilni napad stanicnih tiolnih skupina. Kumarin (1,2-benzopiran) jedan je od vaznijih
klasa o,B-nezasicenih karboninih spojeva i nadeno je nekoliko prirodnih i sintetskih kumarina
koji pokazuju razlicite farmakoloSke aktivnosti kao anti-HIV, antibakterijsku, antioksidativnu,

anti-upalnu aktivnost ili se mogu koristiti za fluorescentno obiljezavanje molekula.

0 0
o__0 —
3] ) (T ¢

0
17 19

18

O OH
H,CO X NG OCH,
HO ‘ ‘ OH
20

Slika 15. Strukture kumarina 17, flavona 18, chalcona 19 i kurkumina 20.

2.5. BioloSka aktivnost hidroksi supstituiranih benzamida

Fotostarenje se ve¢inom javlja zbog ultraljubiCastog zraCenja sunceve svijetlosti koje
uglavnom pridonosi preranom starenju. IzloZenost UV zraCenju uzrokuje prekomjerno
stvaranje ROS, za koje se smatra da su glavni ¢imbenik raznih oSteCenja koze. lako koza ima
dobro razradeni antioksidativni obrambeni sustav, prekomjerno stvaranje ROS rezultira
stvaranjem oksidans-antiok sidans neravnoteze koze.  Resveratrol (trans-3,4',5-
trinidroksistilben) je prirodni hidroksi stilben i smatra se osnovnim antioksidativnim sastojkom
crvenog vina. U svojoj strukturi ima dvije vazne vrste funkcionalnih skupina; tri fenolne

hidroksilne skupine (resorcinol i fenol) i nezasiCenu dvostruku vezu.
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trans-Resveratrol pokazuje Siroki spektar antioksidativne aktivnosti kao Sto je vezanje
slobodnih  radikala, inhibiciju lipidne peroksidacije, inhibiciju agregacije trombocita te
antitumrosku aktivnost. Medutim, zbog nepovoljne fotostabilnosti, upotreba trans-resveratrola
je ograniCena. Razli¢iti uvjeti UV zraCenja pokazali suda se trans-resveratrol lako transformira
u cis-resveratrol, zbog toga je glavni cilj H. S. Rho i suradnikal® bio sintetizirati fotostabilan
alternativni  derivat trans-resveratrola. Imitacijom strukture spoja trans-resveratrola, 3,5-
dihidroksi-N-(-4-hidroksifenil)benzamid 22 (Slika 16), sadrzi amidnu poveznicu umjesto foto
labine nezasiCene dvostruke veze, buduci da se pretpostavlja da bioloska aktivnost trans-

resveratrola proizlazi iz tri hidroksi fenilne skupine. Ispitane su razlicite bioloSke aktivnosti

OH
0]

N
H

spoja 22 i usporedene s trans-resveratrolom.

trans-Resveratrol
OH 21 OH 22

Slika 16. Struktura trans-resveratrola i spoja 22

Spoj 22 je pokazao blagu aktivnost vezanja radikala (ICso = 99.4 £ 5.6 uM) ispitanu DPPH
metodom, $to je vrlo sliéno aktivnosti trans-resveratrola. Osim toga, pokazao je umjerenu
aktivnost vezanja superoksidnih radikala (ICso = 227.4 + 16.8 uM) koja se u ovom slucaju
pokazala boljom od trans-resveratrola (ICso= 388.0 + 4.5 uM). Ispitivanje je bilo provedeno
da se utvrdi ili aktivnost vezanja superoksidnih radikala ili inhibitorni ufinak na ksantin-
oksidazu. Enzimska aktivnost mjerena je analizom koli¢ine mokracne kiseline. Spoj 22 i trans-
resveratrol su pokazali slicnu inhibitornu aktivnost ksantin oksidaze. Danas postoji sve veci
interes za hibridnim molekulama koje nastaju povezivanjem dviju strukturnih jedinica koje
posjeduju odgovarajuéu biolosku aktivnost u novu molekulu. Takvi konjugati mogu biti puno
ucinkovitiji 1 imati izraZengju aktivnost. Uzimajuéi u obzr dobra antioksidativna svojstva
hidroksi supstituiranih cimetnih kiselina i aktivnost aromatskin amina, navelo je E. Marinowu i
suradnike?? da ispitaju i usporede antioksidativne aktivnosti osam sintetiziranih cimetnih i
hidroksicimetnih amida biogenih amina: kafeoildopamin 23, cimetoildopamin 24, p-
kumaroildopamin 25, feruloildopamin 26, sinapoildopamin 27, kafeoilfeniletilamin 28,
kafeoiltiramin 29 i kafeoiltriptamin 30 prikazanih na Slici 17. Iz analize dobivenih kineti¢kih

parametara nadeno je da prisutnost hidroksilne skupine u ammo dijelu molekule (derivati
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dopamina i tiramina) dovode do direktne oksidacije molekula tijekom procesa te utjeCu na
stabilizaciju rezultiraju¢ih radikala. Nasuprot tome, amidi bez hidroksilne skupine u amino
dijelu (spojevi 28 i 30) sudjeluju ureakciji s peroksidima te nastali radikali vezu na sebe taj dio
molekule u reakciji propagacije kao kofeinsku kiselinu. Osim toga tijekom autooksidacije
triacilgicerola suncokretovog ulja (TGSO), sintetizirani cinamoilni i hidroksicinamoilni amidi
biogenih amina pokazali su izvrsnu antioksidativnu aktivnost, vecu ili usporedivu u odnosu na

kofeinsku kiselinu. Najbolju aktivnost pokazao je spoj 23, zatim slijedi spoj 24 te spoj 29.

HO HO

D\ﬁ I D\ﬁ I
HO N HO N
Aol Ho ]
OH
OH
Kafeoildopamin (CaD) 23 Cimetoildopamin (CiD) 24
HO HO
T 7 T d
HO N HO N
Hkk@\ H |
OH OH
OCHj,4
p-Kumaroildopamin (p-CoD) 25 Feruloildopamin (FD) 26
HO
HO N N
Ho |l Ho |l
OCHj,
OH OH
OCHj,4 OH
Sinapoildopamin (SD) 27 Kafeoilfeniletilamin (CaPEA) 28
HO
o) OH
OH
N /
HN HN AN
0
OH
OH
Kafeoiltiramin (CaTy) 29 Kafeoiltriptamin (CaTr) 30

Slika 17. Kemijske strukture sintetiziranih spojeva biogenih amina
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2-hidroksi-benzamidi 1 njihovi derivati su vrlo vazna skupina aromatskin spojeva koji
se koriste u razli¢itim farmaceutskim 1 biokemijskim podru¢jima zbog njihovih antimikrobnih,
analgetskih i antiupalnih svojstva.?! Neki od spojeva te skupine takoder pokazuju i
antitumorsku  aktivnost. U posljednjih  nekoliko godina velka pazmja usmjerena je na
potencijalnu ulogu antioksidansa u lijeCenju 1 prevenciji raka, ateroskleroze, bolesti srca,
neurodegenerativnih poremecaja, starenja, dijabetes melitus itd. Antioksidativna aktivnost
sintetiziranih spojeva proucavana je in vitro koristenjem 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH),
2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonske kiseline (ABTS) i FRAP metode (ferric reducing
antioxidant potencial) te ciklicke voltametrije.

31 R]_:Br; R2:H; R3:CH2'CO'OC2H5
32 R,=Br: R,=H: Ry=CH,-CO-OCH;
CO=NH=R; 33 R,=Br; Ry=H: R3=CH,-CO-NH-NH,
34 Rl:Br; RZZH; R3:CH2-CO-NH-N:CH-C6H4'pN(CH3)2
35 Ry=Br; Ry=H; R3=H
36 R,=Cl: R,=CoHs: Ry=CH,-CO-NH-NH,
37 R]_:CI, R2:C6H5; R3:CH2(CH3)'CO'NH'NH2

Slika 18. Strukture ispitivanih spojeva

Vrijednosti antioksidativne aktivnosti dobivene pomocu ABTS i FRAP metode su poprilicno
slicne, dok DPPH metoda nije pogodna za odredivanje antioksidativne aktivnosti u slucaju ove
skupine spojeva, zbog wvrlo spore kinetike reakcija izmedu DPPH i ispitivanih spojeva.
Hidrazidi (uzorak 33, uzorak 361 uzorak 37) posjeduju najviSu antioksidativnu aktivnost, zatim
slijedi hidrazon (uzorak 34) i amid (uzorak 35), dok se aktivnost testiranih estera (uzorak 31 i
uzorak 32) pokazala zanemarivo mala (Slika 19). Medu odabranim hidrazidima, 5-brom-2-
hidrazinokarbonilmetoksibenzamid (uzorak 33) se istice s odlicnom antioksidativhom
aktivnos¢u  (10.601, 12.547 mmol/L  Trolox ekv.), nakon cega slijedi 5-klor-2-
hidrazinokarbonilmetoksi-N-fenilbenzamid (uzorak 37) (10.567, 11.130 mmolL Trolox ekv.)
I 5-Klor-2-(1-hidrozinokarbonil-etoksi)-N-fenilbenzamid (10.277, 10.154 mmol/L Trolox ekv.)
(uzorak 36).
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Slika 19. Kineticke krivulje inhibicije radikala dobivene ABTS metodom

2.6. Bioloska aktivnost benzimidazola i benztiazola

Benzimidazoli i benztiazoli obuhvacaju novu klasu terapeutskih spojeva koji pokazuju
Siroki spektar bioloSke aktivnosti poput antioksidativne, antitumorske, antivirusne, anti-HIV,
antimikrobne te mnogih drugih aktivnosti. Kumarin, odnosno 2H-kromen-2-on, 5,6-benzo-2-
piron ili 2H-1-benzopiran- 2-on se sastoji od kondenziranog benzenskog i pironskog prstena te
sadrzi dva kisikkova atoma kao heteroatome, a strukturno spada u skupinu benzopirona.
Veéinom se nalaze u biljkama, a poshiednjih godina privukli su velki interes zbog Sirokog
spektra farmakoloskih svojstava. Zbog toga su S. Choudhary i suradnici?? sintetizirali spojeve
koji sadrze u svojoj strukturi benztiazol povezan s kumarinskom jezgrom s cijem dobivanja

spojeva s boljom bioloskom aktivnosti.

Ry
R, o__0
=
R3
N7 s

Slika 20. Benztiazolni derivati kumarina
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Tablica 2.

R R2 Rs R1 R Rs
38 H OCHjs H 48 CHs OCHs H
39 H OCzHs H 49 CHs OAc H
40 H OAc H 50 H OCHs Cl
41 H OCH2CHCH:2 H 51 H OCHs OCHs
42 H H OCHs 52 H OAc OAc
43 H H OC2Hs 53 H OC2Hs OC2Hs
44 H H OAc 54 H OCH2CHCH2 OCH2CHCH:2
45 OCH;3 OCHs H 55 NO2 OCHs H
46  OAc OAc H 56 H SCOCH3 H
47 H N(CzHs)2 H 57 H SCH3 H

Budu¢i da se oksidativni/elektrofilni stres percipira kao jedan o glavnih uzroka akumulac ije
mutacije u genomu, pretpostavlja se da antioksidansi osiguravaju zastitu od razvoja tumorskih
stanica. Budu¢i da je spoj 44 pokazao dobru in vitro antioksidativnu aktivnost, trebao bi
sprijeiti mutaciju i pokazati i dobru antitumorsku aktivnost. Prekomjerna proizvodnja
slobodnih radikala rezultira oksidativnim stresom, $to dovodi do oSte¢enja makromolekula kao
Sto su lipidi koji mogu uzrokovati in vivo lipidnu preoksidaciju. Spoj 44 smanjuje poviSenu

razinu lipidne preoksidacije ipovecava sadrzaj GST u EAC induciranim miSevima.

2015. godine skupina istrazivaca?® sintetizirala je seriju 2-aril supstituiranih derivata
benztiazola (Slka 21) budu¢i da je poznato iz literature da takvi spojeva posjeduju
vazodilatatornu, antituberkulostatsku, antifugalnu i antioksidativnu aktivnost te djeluju kao
sredi$nji zivéani stimulansi. Spojevi 60, 61 i 62 pokazuju najizraZzeniju aktivnost, dok spojevi
58, 59, 63 i 64 pokazuju umjerenu aktivnost hvatanja DPPH radikala. Osim toga, spojevi 58,
63 i 64 pokazuju aktivnost vezanja superoksidnih radikala u rasponu od 25,10 do 31,34 pug/ml

a ostali spojevi pokazuju umjerenu aktivnost.
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Cl
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S S S

2-(4 aminofenil)benztiazol 58 2-(2-klor-4-fluorfenil)benztiazol 59 2-[4-(N,N dikloretilamino)fenil]benztiazol 60
Br
N N Q
D N(CH,CH,CI), \>—s—c4©— NO,
S S
2-[3-brom-4-(N,N dikloretilamino)fenil]benztiazol 61 1,3-benztiazol-2-il-4-nitrobenzen karbotiaote 62
N(CH,CH,CI),
N Q N
H»—s—c NH, N F
S S
N(CH,CH,CI),
1,3-benztiazol-2-il-4-aminobenzen karbotiaote 63 2[3,5-(N,N tetrakloretilamino)-4-fluorfenil]benztiazol 64

Slika 21. Sintetizirani derivati benztiazola

Antioksidacijska  svojstva  ispitana  su i  derivatima  2-[4-(supstituirani
piperazin/piperidin-1-ilkarbonil)fenil]-1H-benzimidazola. ~ Sposobnost vezanja slobodnih
radikala spojeva 65-84 i 85 (Slika 22) okarakterizirana je pomoéu DPPH i superoksidnih
radikala. Osim inhibitorskih ucinaka, NADPH-ovisnih o peroksidaciji lipida odredivani su
mjerenjem nastajanja 2-tiobarbiturne kiseline, reaktivne supstance (TBARS) iz jetre Stakora.
Spoj 85 koji ima p-fluorobenzilni supstituent na polozaju 1 pokazao je najjacu inhibiciju lipidne
peroksidacije (83%) pri koncentraciji od 10-3 M, a nesupstituirani analog 67 je pokazao 57%-
tnu inhibiciju. Ovaj rezultat je poprilicno u skladu s rezultatom antimikrobne aktivnosti prema
Staphylococcus aureus i Candida albicans sojevima. Antioksidansi mogu djelovati kao izravni
hvataci slobodnih radikala i reaktivnih kisikovih vrsta ali oni neizravno metaboliziraju slobodne
radikale ili njihove intermedijare u bezopasne produkte. Neki od neizravnih antioksidansa su
enzimi koji uklanjaju toksicne molekule prije nego Sto oStete stanicu ili sprjecavaju formiranje
toksi¢nijih molekula. Neki od antioksidativnih enzima uklju¢ujuuju superoksidnu dismutazu
(SOD), podvrstu koja se nalazi u cijeloj stanici i glutation (GSH), peroksidaze (GPx), GSH
reduktaze (GRD) te katalaze (CAT). GPx i CAT Kkataliticki uklanjaju H202 i lipidne
hidroperokside iz stanica ¢ime se smanjuje kolicma OHe. Oksidativna oSte¢enja DNA i drugih
makromolekula imaju vaznu ulogu u starenju, degenerativnim bolestima i raku. DNA se

oksidira u normalni metabolizam jer antioksidacijska obrana, iako brojna, nije savrSena.
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Zbog oksidacije lipida, pojedini aldehidi koji nastaju su mutageni. Bijele stanice i ostale
fagocitne stanice imunoloskog sustava, borbene bakterije, paraziti, virusi i inficirane stanice
uniStavaju se mutagenim oksidacijskim sredstvima kao §to su NO, HOCI, H202. Ovi oksidansi
Stite hude od neposredne smrti uzrokovanih infekcijama, ali oni takoder uzrokuju oksidativne
Stete 1 mutacje DNA. Antioksidansi mogu utjecati na funkcije membrana koje reguliraju
flukonazolnu osjetljivost. Bakterije i kvasci pokazali su otpornost na djelovanje azola zbog
modifikacije vanjske membrane. Kombinacija antioksidansa i triazola poveéava inhibitorne
aktivnosti  flukonazola kod osjetljivih izolata. Interakcija fenolnih  antioksidansa s
membranskim fosfolipidima mogla bi utjecati na molekularnu organizaciju 1 promicanje
prolaza lijeka u membrane dvosloja te moze povecati in vitro antimikrobnu aktivnost
flukonazola. Spoj 73 pokazao je najbolju antifungalnu aktivnost protiv Candida albicans.
Spojevi 67, 68, 72, 73 i 85 pokazali su dobru antifungalnu aktivnost protiv C. Krusei slicno kao
i flukonazol. Samo spoj 85 ima p-fluorobenzilni supstituent na polozaju 1 koji pokazuje najbolje
rezultate djelovanja prema svim Candida sojevima irazinu LP. Gotovo svi 5-nitro supstituirani
derivati 68, 73, 78 i 83 pokazuju bolju antimkrobnu aktivnost i inhibiciju LP nego drugi
spojevi. Gotovo niti jedan piperidinski derivat nije pokazao znacajnu aktivnost protiv bakterija
ili gljivica, osim spojeva 831 84 koji imaju 5-nitro i 5,6-diklor supstituente. Rezultati pokazuju
da kada su nitro supstituent ili dva atoma Kklora supstituenti na 5-¥ili 6-polozaju
benzimidazolske jezgre uz p-fluorofenilpiperazinski ili N-metilpiperazinski supstituent,
antifungalna aktivnost protiv Candida vrste je posebno poboljsana. Spojevi 67, 68, 73 1 79
pokazuju dobru i antifungalnu i antioksidacijsku aktivnost.
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Slika 22. Sintetizirani spojevi 68-84 i 85
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Tablica 3.
R1 R, R1 R
65 N-metilpiperazin 5(6)-H 75 o-metokisfenilpiperazin 5(6)-H
66 N-metilpiperazin 5(6)-CHs 76  o-metokisfenilpiperazin  5(6)-CHzs
67 N-metilpiperazin 5(6)-Cl 77  o-metokisfenilpiperazin 5(6)-Cl
68 N-metilpiperazin 5(6)-NO2 78  o-metokisfenilpiperazin  5(6)-NO:
69 N-metilpiperazin 5(6)-diklor 79 o-metokisfenilpiperazin  5(6)-diklor
70  p-fluorfenilpiperazin 5(6)-H 80 piperidin 5(6)-H
71 p-fluorfenilpiperazin 5(6)-CHs 81 piperidin 5(6)-CHs
72 p-fluorfenilpiperazin 5(6)-Cl 82 piperidin 5(6)-Cl
73 p-fluorfenilpiperazin 5(6)-NO2 83 piperidin 5(6)-NO2
74 p-fluorfenilpiperazin ~ 5(6)-diklor 84 piperidin 5(6)-diklor
85 N-metilpiperazin 5(6)-Cl

Spoj 85 koji je 1-p-flourobenzilni analog nesupstituiranom spoju 67, ima bolje antifungalno
djelovanje protiv Candida sojeva. Antimikrobna aktivnost benzimidazolnih derivata je
poboljsana N1-supstitucjom a poboljSana je 1 antifungalna 1 antioksidacijska aktivnost.
Piperidinski derivati 81 (109%) i 84 (106%) povecali su razinu lipidne peroksidacije, dok su
drugi, poput spojeva 80 (12%), 82 (21%), te 83 (38%), pokazali slabu inhibiciju LP pri
koncentraciji 10-3M. Spojevi 67,68, 73 i 79 pokazali su najve¢u inhibiciju peroksidacije lipida
u rasponu od 50-57%, a ove inhibicije su blizu inhibicije BHT (65%), jednog dobro poznatog
klasi¢nog antioksidacijskog spoja koji je koristen za usporedbu s derivatima benzimidazo la.
Sposobnost vezanja superoksidnih anionskih radikala ovih spojeva ispitana je pomocu sustava
ksantin/ksantin-oksidaze. p-Fluorofenil- i o-metoksifenilpiperazinski derivati pokazali su slabi
inhibicijski uc¢inak na superoksidni radikal, dok su N-metilpiperazinski i piperidinski derivati
pokazali umjereni inhibicijski uCmnak na superoksidni radikal Sposobnost vezanja
superoksidnih aniona spojeva 68, 69 i 82 ovisi o njihovoj koncentraciji, a imaju sli¢ne
inhibicijske u¢inke formiranja superoksidnih aniona 88%, 93% i 70% pri koncentraciji 1 mM.
Spojevi 65, 67, 72, 80 i 81 pokazali su vrlo ograniene inhibitorske u¢inke na formiranje
superoksid aniona u rasponu od 6-25% pri koncentraciji od 1 mM. Spojevi 66, 74, 75, 78, 79 i

83 pokazali su interakciju sa stabilnim slobodnim radikalom DPPH.24
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2. Op¢ci dio

Supstituirani  2-arilbenzimidazoli 88a-88l su sintetizirani iz raznih supstituiranih

benzaldehida i o-nitroanilina (ili 4-metoksi-2-nitroanilina) u prisutnosti  Na2S204 prema

Yangovom postupku (Shema 1).

CHO R R
1 2
H
R, . N
Na,S,04 (3 ekvi.) P R;
R, X NO, X N
R 87a X=H
3 87b X=OMe 88a-88I
86a-869g NH,
88a X=H, R;=R,=Ry=H
88b X=H, R;=OH, R,=R4=H
86a Rl:R2:R3:H 88¢c X:H, R1:R3:H, RZ:OH
86b R;=OH, R,=R;=H 88d X=H, R;=R,=H, R;=OH
86c R,=Rs=H, R,=OH 88e X=H, R;=R,=H, R;=OMe
86d R;=R,=H, R;=OH 88f X=OMe, R,=R,=R;=H
86e R;=R,=H, R;=OMe 88y X=OMe, R;=OH, R,=R;=H
86f R;=R;=OH, R,=H 88h X=OMe, R;=Rs=H, R,=OH
869 R;=H, R,=OMe, R3=0OH 88i X=OMe, R;=R,=H, R;=OH

88j X=OMe, R;=R,=H, R;=OMe
88k X=OMe, R,;=R3=OH, R=H
88l X=OMe, R;=H, R,=OMe, R;=OH

Shema 1. Sinteza spojeva 88a-88I

Serija derivata 2-arilbenzimidazola 88a-88e priredena je u svrhu ispitivanja antioksidativne i
antibakterijske aktivnosti. Rezultati dobiveni bioloSkim ispitivanjima su pokazali da derivat s
hidroksilnom skupinom na 5-polozaju benzimidazolnog prstena ima usporedivo ili ¢ak i bolje
antioksidativno djelovanje u odnosu na standardni antioksidans tert-butilhidrokinon (TBHQ).
Spoj 89h koji je pokazao najvecu aktivnost OHe vezivanja in Vvitro znacajno je reducirao 2,2'-
azobis(2-amidinopropan)dihidroklorid (AAPH) te izazvao unutarstani¢ni oksidativni stres i
stani¢nu smrt induciranu vodik-peroksidom.

R]_ R2 Rl RZ

NH HBr, AcOH NS
% Rs LS - % Rs
OMe N OH N

88f-88p Ry 89a-89i Rs

88f Rl:R2:R3:R4:H

88g R]_:OH, R2:R3:R4:H
88h R,=Rs=R,=H, R,=OH
88i R,=R,=R,=H. Ry;=OH
88j R1=R2=R4=H, R3=0Me
88k R,=R;=OH, R,=R,=H
88l R,=R,=H, R,=OMe, Rs=OH
88m Rl:R4:H, R2:R3:OMe
88n Rl:R3:H, R2:R4:OMe
880 R,=R,=H, R;=R,=OMe
88p RZZRS:H, R1:R4:OMe

89a R1:R2:R3:R4:H

89b R]_:OH, R2:R3:R4:H

89c R;=R;=R,=H, R,=OH

89d R,=R,=R,=H, R;=OH

89 R1=R4=H, RZ:R3=OH

89f R,=Ry=H, Ry=R,=OH

899 R1:R3:OMe, R2:R4:H

89h R1:OMe, R2:R4:H, R3:OH
89i R1=OMe, R2: R3:H, R4:OH

Shema 2. Sinteza spojeva 89a-89i
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2. Op¢ci dio

O,N
COOH cocl Meo\E:[ NO, .
R
' socl, Ry NH, HN OMe
> R
> Rs
Ry Ry Ry R, 0
Rs Ry R, Ry 92a-92d
90a-90d 91a-91d l Ze oH
c
R R
H 1 2
N
jestos
MeO N
Ry
88m-88p

90a, 91a, 92a, 88m R;=R,=H, R,=R;=OMe
90b, glb, 92b, 88n R1:R3:H, R2:R4:OMe
90c, 91c, 92¢, 880 R,=R,=H, R;=R3;=OMe
90d, 91d, 92d, 88p RZ:R3:H, R1=R4:OMe

Shema 3. Sinteza spojeva 88m-88p

Osim toga, ovi spojevi imaju umjereno dobre selektivne inhibitorne aktivnosti prema
Staphylococcus aureus sojevima bakterija u koncentracijama koje nisu citotoksi¢ne. Sintetski
put priprave supstituiranih 2-arilbenzimidazola 88m-88p je prikazan na Shemi 3. Odgovarajuci
benzoil-kloridi 91a-91d se prireduju iz benzojevih kiselina, a zatim reagiraju s 4-metoksi-2-
nitroanilinom kako bi se priredili odgovaraju¢i N-(4-metoksi-2-nitrofenil)-benzimidi 92a-92d.
Ovi benzamidi reduciraju se pomocu zeljeznog praha, a zatim cikliziraju kako bi se dobili 2-
arilbenzimidazoli  88m-88p.  5-hidroksi-2-fenil-benzimidazoli  89a-89  dobiveni  su

metiliranjem odgovaraju¢ih benzimidazola 88f-88p u prisutnosti bromovodicne kiseline Shema
2 25

Budu¢i da su upalni procesi vazni indikatori mnogih patoloskih stanja poput
reumatoidnog artritisa, osteoartritisa i Alzheimerove bolesti, a kronicne upale mogu aktivirati i
druge upalne procese, njihova kontrola je vrlo bitna. Za kontrolu razli¢itin kroni¢nih upalnih
stanja uspjesno se koriste nesteroidni protuupalni ljekovi (NSAIDs), ali je njihova glavna mana
gastricna netolerancija koja se manifestira u obliku krvarenja ili cireva. S obzirom na svoju
raznoliku bioloSku aktivnost, kumarini su proucavani kao alternativa postoje¢im protuupalnim
lijekovima te je utvrdeno da se protuupalna aktivnost povecava uvodenjem aromatske skupine

direktno ili preko amidne poveznice u polozaj 3 kumarinske jezgre.
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2. Op¢ci dio

Pogodna aromatska skupina je 2-benzimidazolni supstituent koji se nalazi u strukturi mnogih
dostupnih lijekova za ¢ireve. Stoga su sintetizirani derivati 6-supstituiranin kumarina kojima je
u polozaj 3 uveden 2-benzimidazolni supstituent i ispitana je njihova protuupalna i
antioksidativna aktivnost sa smanjenom gastro-toksi¢nos¢u. Za dobru protuupalnu aktivnost
potrebna je direktna supstitucija benzimidazola na kumarinsku jezgru kao i supstitucija
kumarina elektron-odviace¢im skupinama (-Cl ili —Br). Dobra antioksidativna aktivnost
utvrdena je kod derivata s amidnom poveznicom i elektron-odviace¢im skupinama na
supstituiranom kumarinskom derivatu. Na Slici 23. prikazani su derivati koji su pokazali
najbolju protuupalnu i antioksidativnu aktivnost, dobru oralnu bioraspoloZivost i apsorpciju te

maksimalnu sigurnost za Zelu¢anu sluznicu i induciranje antioksidativnog stresa.26

(0] (0] (0] (@]
H H H
= N N
N N
93a-93e R 94a-94e

H
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=

Slika 23. 2-benzimidazolni derivati kumarina
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3. Rezultati i rasprava

3.1. Ciljrada

U ovom radu priredeni su potencijalno bioloski aktivni hidroksi supstituirani amino derivati
benzamida, 2-benzimidazolil supstituiranih  benzamida, derivati 2-benzimidazola te
hidrokloridne soli benzamida, 2-benzimidazolil i 2-benzotiazolil supstituiranin benzamida.
Strukture priredenih  spojeva, prikazane na Slici 24, potvrdene su H i 13C NMR
spektroskopijom. Reakcijom redukcije iz nitro supstituiranih prekursora, priredeni Su amino
supstituirani derivati fenola 7, 8 i benzimidazola 45. Uklanjanjem zastitnih metoksi skupina
priredeni su hidroksi derivati amino supstituiranih fenola 11, 211 22 i benzimidazola 40, 41 i
46.

Ry R,
Rs R1 R R
Rs 3 ! Rs
N H
N N
R4 R4 \©\
o o]
RG RG
R;=R;=R;=H; R3=CN; Rs=NH,; Re=OH R;=R,=R,=H; R3=CN; Rs=NH;"CI"; Rgz=OCH,
Rl:OH; R2:R4:R5:H; R3:OCH3; R6:NH2 R1:R2:R4:R5:H; R3:CN, RGZNH3+CI-

R,;=R:=H; R,=R;=R,=0H; Rz=NH
1=R5=H; Ry=R3=R4=0H; Rg=NH, R;=R3=0CHs; R,=R,=R<=H; Rz=NH*CI"

R;=Rs=H; Ry=Ry=R,=0CHg; Rg=NH;"CI’
R1=OH; Ry=R,=Rs=H; Rg=OCHj; Rg=NH3"CI

R,  Ri 6=
§ Rs R,=Rs=H; R,=R3=R,=OH; Rs=NH,*Cl
Rs S
N HO
Ry

)

H
R;=R3=OH; R,=R,=H; Rs=NO "o N ik
1=R3=UH; Ry=Ry=H; Rs=NU;
R,=R,=R4=0H: R;=H: Ry=NO, HN—
R;=R3=OH; R,=R,=H; R:=CN HO N

Rl:H; R2:R3:R4:0H; R5:CN

R, R, R,
R; R, . 0
H 5 Rs X NH3*CI-
N
R, HN—Q
0 Ra N
Re
R,=OH; R,=R;=R,=Rs=H; Rg=NH;"CI’ R;=0CHj; Ry=R3=R,=H; X=5
Ry=OCHg; Ry=R3=R;=Rs=H; R=NH;'CI R1=Rs=0CH3; Rp=R4=H; X=5
—1- D —D —D — . — +~1- Rle;RZ:R3:R4:OCH3; X=S
R;=H; R,=R3=R,=Rg=0CHj; R=NH;*CI Z Al R
~rh R AN A A R;=OCHys; R,=R3=R,=H; X=NH
R;=R3=R¢=OCHy3; R,=R,=H; R=NH;*CI R,=Rs=OCH,: Ry=Rs=H: X=NH

R]_:OH; R3:OCH3; R2:R4:H; X=NH
R]_:H; R2:R3:R4:OCH3; X=NH

Slika 24. Strukture ciljnih molekula
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3. Rezultati i rasprava

Reakcijom protoniranja amino supstituiranih  derivata dobivene su hidrokloridne soli
benzamida 9, 10, 23, 24, 25, 26, 52, 53, 54 i 55, 2-benzimidazolil supstituiranin benzamida 47,
64, 651 66 i 2-benzotiazolil supstituiranih benzamida 61, 62 i 63. Provedena je spektroskopska
karakterizacija koriStenjem UV/Vis spektroskopije matiénih otopina odabranih spojeva u
metanolu, provedene su pH titracije i odabranim spojevima ispitana je antioksidativna aktivnost

koristenjem DPPH i FRAP metode.
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3. Rezultati i rasprava

3.2. Sinteza ciljanih spojeva

Priprava p-cijanobenzoil-klorda 2 (89,3%) provedena je u apsoluthom toluenu uz dodatak

suviska SOCl; iz p-cijanokarboksilne kiseline 1 prema Shemi 4.

Ry

NC SocCl, NC N
—_—
toluen \©\ HoN R,
. COOH cocl

2 3 R]_:NOZ; RZ:OCH3
4 Ry=H; R,=NO,

EtsN
toluen

NC

ZT

O
R>

5 R]_:NOZ; R2=OCH3
6 R]_:H; R2=N02

Shema 4.

Reakcije kondenzacije p-cijanobenzoil-klorida 2 s odgovaraju¢im benzaminima 314 provedene
su u apsolutnom toluenu uz dodatak trietilamina u suvisku. p-cijano-N-(4-metoksi- 2-
nitrofenil)benzamid 5 i p-cijano-N-(4-nitrofenil)benzamid 6 sintetizirani su u iskoriStenjima
40,6% i 53,5%. Slika 25 pokazuje 'H NMR spektar spoja p-cijano-N-(4-metoksi-2-
nitrofenil)benzamid 5. U alifatskom dijelu spektra moze se uociti signal na 3,87 ppm koji
odgovara protonima OCHs zastitne skupine. U podrucju od 8,12 ppm do 7,37 ppm nalazi se
odgovaraju¢i broj signala aromatskih protona. U nezasjenjenom dijelu spektra na 10,75 ppm

nalazi se signal protona amidne veze.
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3. Rezultati i rasprava

107475
~8.1036
_-8.0748
~-8.0640
—8.0346
—7.6069
75772
1552
75427
73884
73787
—7.3587
"\-7.3490

3.8689

Slika 25. 'H NMR spektar spoja p-cijano-N-(4-metoksi-2-nitrofenil)benzamid 5

Iz nitro supstituiranih amida 5 i 6 provedena je reakcija redukcije s SnClx2H20 u smjesi
metanola i klorovodiéne kiseline pri ¢emu su dobiveni amino supstituirani amidi 7 i 8 u

iskoriStenjima 92,9% 1 41,3%.

NC R NC R
H ! SnCl, x 2H,0 H !
N > N
MeOH/HCI
0] 0]
R2 R2
5 R1=NO,; R,=0OCHj 7 R4=NH,; R,=0CH;
6 R]_:H; R2=N02 8 R]_:H; R2=NH2

Shema 5.

Strukture dobivenih spojeva potvrdene su koristenjem H i 13C NMR spektroskopije. Na Slici
26 prikazan je 'H NMR spektar spoja p-cijano-N-(4-metoksi-2-aminofenil)benzamida 7. U
nezasjenjenom dijelu spektra vidljiv je signal amidne veze na 9,72 ppm. U podrucju od 8,13
ppm do 6,18 ppm moze se uoliti sedam protona aromatskog dijela molekule. U odnosu na
spektar nitro supstituiranog amida vidljivi su protoni amino skupine ¢ije je signal intenziteta

dva protona prisutan na 4,98 ppm. Signal protona metoksi skupine prisutan je na 3,68 ppm.
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3. Rezultati i rasprava

9.7159
8133
~8.1191
80087
—7.9937
~-7.97%
7077
~7.0034
63501
6,345
6.1877
6.1831
6.1734
6.1688
49823
36833

A
e

1. 0944{

A M LJL

T T T T T
; 0 6.4 6.3 6.1 5.6

Slika 26. 'H NMR Spektar spoja p-cijano-N-(4-metoksi-2-aminofenil)benzamida 7

Sljede¢i korak u pripravi hidroksi supstituiranih derivata bio je uklanjanje zaStitne metoksi
skupine prema Shemi 2. U reakciji metoksi supstituiranog amida 7 s BBrz u apsolutnom
diklormetanu na -78°C u atmosferi argona, spoj p-cijano-N-(4-hidroksi-2-aminofenil)benzamid

11 nije uspjesno izoliran.

NC NC
NH, NH,
N N
CHyClyaps.
0 BBr; o
OH
7 11

OCH;

Shema 6.

Reakcijom protoniranja amino supstituiranih amida 7 i 8 u apsoluthom etanolu zasi¢enom sa

HCl-om priredene su hidrokloridne soli 91 10 u iskoriStenjima 51,1% i 74,3%.

NC NC
Rl Rl
§ N
HCI(qg)
\©\ EtOHaps. \©\
O 0
R2 RZ

7 R;=NH,; R,=0CH, 9 Ry=NH3"Cl’; R,=OCHj
8 R1:H; RZZNHZ 10 R]_:H; R2:NH3+CI-

Shema 7.
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3. Rezultati i rasprava

Na Slici 27 prikazan je 'H NMR spektar p-cijano-N-(4-aminofenil)benzamid-hidroklorida 10.
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» 2054

Slika 27. *H NMR spektar spoja 10
Signal protona amidne veze nalazi se 10,79 ppm, dok Siroki singlet intenziteta tri protona na

10,31 ppm odgovora protoniranoj amino skupini. U podru¢ju od 8,16 ppm do 7,39 ppm nalazi

se odgovaraju¢i broj signala aromatskih protona.

Priprava metoksi supstituiranih benzoil-klorida 14 (83,9%), 15 (89,9%) provedena je u
apsolutnom toluenu uz dodatak suviska SOCI2 iz metoksi supstituiranih karboksilnih kiselina
12, 13 prema Shemi 8.27:28
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Reakcije kondenzacije p-nitroanilina
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R,
R; Ry
* }QN—*<::>%—N02
R cocl

4
14 R] :R3:OCH3; R2:R4:H

16 Rle; RZZNO2
15 RIZH; R2:R3:R4:OCH3

Et;N
R, toluen

R;3 R,

H

N
R4

O \©\
NO

2
17 R1:R3:OCH3; R2:R4:H
18 RIZH, R2:R3:R4:OCH3

Shema 8.

16 s odgovaraju¢im metoksi supstituiranim benzoil-

kloridima 14 i 15 provedene su u apsoluthom toluenu uz dodatak trietilamina u suvisku?® te su

benzamidi 17 i 18 sintetizirani su u iskoriStenjima 62,7% 1 59,5%.

Slika 28 prikazuje *H NMR spektar 2,4-dimetoksi-N-(4-nitrofenil)benzamid 17. U alifatskom

djelu spektra mogu se uociti signali

na 3,95 ppm i 3,86 koji odgovaraju protonima OCH3

zastitne skupine. U podrucju od 8,24 ppm do 6,65 ppm nalazi se odgovaraju¢i broj signala

aromatskih protona. U nezasjenjenom

10.4616
8.2643
=8.2579
382399
8.2335

dijelu spektra nalazi se signal protona amidne veze.
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Slika 28. 'H NMR spektar 2,4-dimetoksi-N-(4-nitrofenil)benzamid 17
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3. Rezultati i rasprava

Nitro supstituirani metoksi derivati 17 i 18 reduciraju se sa SnCkx2H20 u smjesi metanola i

klorovodiéne kiseline pri ¢emu su dobiveni odgovaraju¢i amino supstituirani metoksi derivati

191 20 u iskoristenjima 77,5% 145,3%.

R,
Rs R1 Rs
H SnCl, x 2H,0
_—
Ry \©\ MeOH/HCI Ry \©\
o]
NO,
17 R;=R3=0CH3; Ry=R,=H 19 R;=R3=0CHjs; R,=R,=H
18 R;=H; R;=R3=R,=0CH,3 20 R;=H; R,=R4=R,=OCH,

Shema 9.

Strukture dobivenih spojeva potvrdene su 'Hi 13 C NMR spektroskopijom. Na Slici 29 prikazan
je 13C NMR spektar spoja 19 u kojem se moze vidjeti odgovaraju¢i broj signala kvaternih i
aromtskin CH ugljikovih atoma te signali metoksi skupina na 56,60 i 55,97 ppm.
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Slika 29. 13C NMR spektar 2,4-dimetoksi-N-(4-aminofenil)benzamida 19
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Slika 30. *H NMR 3,4,5-trimetoksi-N-(4-aminofenil)benzamida 20

Na Slici 30 prikazan je 'H NMR 3,4,5-trimetoksi-N-(4-aminofenil)benzamida 20. U odnosu na
spektar nitro supstituiranog amida vidljivi su protoni amino skupine ¢iji je signal prisutan na
5,24 ppm. Signal protona dvije metoksi skupine uocavaju se na 3,86 ppm i na 3,73. U
aromatskom podru¢ju prisutni su signali odgovarajueg broja aromatskih protona dok se u

nezasjenjenom dijelu spektra vidi proton amidne veze na 9,77 ppm.

Uklanjanje zaStitnih skupina s amino supstituiranih benzamida u svrhu priprave hidroksi

supstituiranih derivata, provedeno je prema veé opisanom postupku iz spojeva 19 i 20.

Ry
Rs R1
H
N CH2C|2apS
Ry BBr3
0
NH,
19 R;=R3=0CHjs; Ry=R,=H 21 R;=0OH; R,=R,=H; R;=OCH;
20 R;=H; R;=R3=R4=0OCHs 22 R;=H; R,=R3=R,=OH

Shema 10.
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3. Rezultati i rasprava

Uklanjanje metoksi zastitnih skupina uspjesno je provedeno te su produkti 21 i 22 izolirani u
iskoriStenjima od 42,1% i 61,2% a njihove su strukture potvrdene H i 3C NMR

spektroskopijom.
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Slika 31. *H NMR 2-hidroksi-4-metoksi-N-(4aminofenil)benzamida 21

U strukturi spoja 2-hidroksi-4-metoksi-N-(4aminofenil)benzamida 21 uspjesno je uklonjena
samo zastitna skupina u polozaju 2. Na 3,80 ppm moZe se uociti signal koji odgovara protonima
jedne metoksi skupine, §to je potvrda pretpostavke da je ovom sintetskom metodom uspjesno
uklonjena samo jedna zaStitna skupina. U podrucju od 8,00 ppm do 6,51 ppm mogu se uociti
karakteristini signali aromatskih protona. Signal OH skupine nalazi se na 12,27 ppm, signal
na 10,36 ppm pripada protonu amidne veze, a signal na 9,82 ppm odgovara protonima amino
skupine.

Nakon toga provedena je reakcija protoniranja amino supstituiranih benzamida 19, 20, 21 i 22
u apsolutnom etanolu zasi¢enom sa HCl-om pri ¢emu su dobivene hidrkloridne soli 23, 24, 25

1 26 u iskoristenjima 41,7%, 63,7%, 68,1% i1 35,9%.
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3. Rezultati i rasprava

R,
Rs Ri Rs
—HCI(@) 5
H EtOHaps.
Fpy B My
o NH, NH;*CI"
19 R;=R3=0CHjs; Ry=R,=H 23 R;=R3=OCHg; R,=R,=
20 Ry=H; R;=R3=R,=OCHs 24 Ri—H3 R2—R33—R42—Oé3H3
R, Ry
Rs R, Rs Ry
N HCI(@) N
Ry \©\ EtOHaps. Ry \©\
o)
O NH, NHg*CI
21 Ry=OH; R,=R,=H; Rs=OCHj 25 R1=OH; Ry=Ry=H; R3=0CH;
22 R;=H; Ry=R4=R,=OH 26 R;=H; Ry=R3=R,=OH

Shema 11.

Na Slici 32 prikazan je 'H NMR 2,4-dimetoksi-N-(4-aminofenil)benzamid- hidroklorida 23.
Siroki singlet na 10,26 ppm pripada protonima amino protonirane skupine, singlet na 10,05
ppm pripada protonu amidne veze, a u podrucju od 7,82 ppm do 6,67 ppm nalaze se signali
aromatskih protona. U alifatskom podrucju spektra nalaze se dva signala koji odgovaraju

protonima dviju zaStitnih metoksi skupina.
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Slika 32. *H NMR 2,4-dimetoksi-N-(4-aminofenil)benzamid-hidroklorida 23
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3. Rezultati i rasprava

Dodatnu potvrdu strukture dobivenog 2,4-dimetoksi-N-(4-aminofenil)benzamid-hidroklorida
23 dao je 3C NMR prikazan na Slici 33 u kojem se moze uoéiti odgovaraju¢i broj signala

kvaternih i aromtskih CH ugljikovih atoma te signali metoksi skupina na 56,07 ppm i 55,42
ppm.
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Slika 33. 13C NMR 2,4-dimetoksi-N-(4-aminofenil)benzamid-hidroklorida 23

Reakcijom kondenzacije odgovarajuée benzojevih kiselina 27 i 28 i 4-nitro-1,2-fenilendimina
29 uz dodatak PPA prireden je 5(6)-nitro-2-(2,4-dihidroksifenil)benzimidazol 30 kao jedan od
cijanih hidroksi derivata nitro supstituiranih benzimidazola u iskoriStenju od 69,9% kao smjesa

tautomera, dok spoj 31 nije uspjes$no izolirani ovom sintetskom metodom.

OH H,N NO, q
. N
—>
zagrijavanje Ry \
COOH  H,N N

29
27 Ry=H; R,=OH 30 R,=H; R,=OH

28 R;=OH; R,=OH 31 R,=OH; R,=OH
Shema 12.

Struktura novopriredenog spoja potvrdena je koriStenjem H NMR spektroskopije.

Reakcije kondenzacije odgovarajueg metoksi supstituiranog benzaldehida 32-34 i 4-cijano-

1,2-fenilendimina 29 provedene su u apsolutnom etanolu uz dodatak p-benzokinona prema
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3. Rezultati i rasprava

Shemi 13.39 Benzimidazoli 36, 37 i 38 sintetizirani su u iskoriStenjima od 53,9%, 74,7% i

39,7%.

R,
R R HoN CN
O, -
_— R

R, CHO H,N p-benzokinon 3
32 R;=0CHjs; R)=R3=R,=H 35
33 R;=R3=0CHg; Ry=R,=H 36 R;=0OCH3; Ry=R3=R,=H
34 R;=R3=R,=0CHj; R;=H 37 R;=R3=0CHj; R,=R,=H

38 R2=R3=R4=OCH3; R]_:H

Shema 13.

Slika 34 prikazuje *H NMR spektar 5(6)-cijano-2-(2,3,4-trimetoksioksifenil)benzimidazola 38.
U alifatskom dijelu spektra moze se uociti signal na 3,76 ppm koji odgovara protonima zastitne
OCHs skupine. Na 3,92 ppm nalazi se signal intenziteta Sest protona koji odgovara protonima
dvije zastitne OCHs skupine. U podrucju od 8,62 ppm do 7,56 ppm nalazi se odgovaraju¢i broj

signala aromatskih protona. U nezasjenjenom dijelu spektra na 13,38 ppm nalazi se proton

amidne veze.
K i 7 Vo i 7
_— J J /S f j
o | A
i 3 L P T 13

24
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Slika 34. *H NM 5(6)-cijano-2-(2,3,4-trimetoksioksifenil)benzimidazola 38.



3. Rezultati i rasprava

Slijede¢i stupanj u sintezi bilo je uklanjanje zaStine skupine u svrhu sinteze hidroksi
supstituiranih derivata. Amidi 37 i 38 otopljeni su u apsolutnom diklormetanu, ohladeni na -78
°C te je uatmosferi argona dodan reagens BBr3. Metoksi zastitne skupine uspjesno su uklonjene

te je dobiven produkt 40 u iskoristenju od 57,8% dok spoj 39 nije uspjesno izoliran.

R, R4
N CN CN
R3 \ j©/ CH2C|2apS
N BBr3
Ry
36 R;=OCHj; R,=R;=R,=H 39 R;=R3=0OH; R,=R,=H
37 R;=R3=0CHj; R,=R,=H 40 R,=R3=R,=0OH; R=H

38 R2:R3:R4:OCH3; R1=H
Shema 14.

Struktura novo priredenog spoja potvrdena je koriStenjem *H NMR spektroskopije.
Reakcijom kondenzacije odgovarajuéeg metoksi supstituiranog benzoil-klorida 41 s 2-amino-
5-nitrobenzimidazolom 42 u apsolutom toluenu, uz dodatak trietilamina prireden je 3,4,5-

trimetoksi-N-[5(6)-nitrobenzimidazol-2-iljbenzamid 43 u iskoristenju od 59,6%.

OCH,4 H3CO
0
HsCO _ B8N hco §
+ 3
HzN _—<\ toluen HN __<\
H,CO cocl N
H,CO NO,
41 43

Shema 15.

Nitro supstituirani metoksi amid 43 podvrgnut je redukciji s SnClx2H203! u smjesi metanola
i klorovodi¢ne kiseline pri ¢emu je dobiven odgovaraju¢i amino supstituirani metoksi amid 44,

u iskoriStenju 90,1% prema Shemi 16.

H,CO H3CO
0 H 0 H
H3CO N SnC|2 X 2H20> H3CO N
HN— MeOH/HCI HN—Q
H5CO N NO, H,CO N NH,
43 44
Shema 16.

Struktura dobivenog spoja potvrdena je koristenjem 'H i 13C NMR spektroskopije. Na Slici 35
prikazani je 'H NMR spektar 3,4,5-trimetoksi-N-[5(6)-aminobenzimidazol-2-illbenzamida 44.
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3. Rezultati i rasprava

Signal NH skupine benzimidazola i NH skupine amidne veze nalaze se na 11,93 ppm. U
podrucju od 7,48 ppm do 6,46 ppm nalaze se signali aromatskih protona a na 3,86 ppm i 3,73
ppm signali protona tri metoksi skupine. U odnosu na spektar nitro supstituiranog amida

pojavijuje se signal na 4,85 ppm koji odgovara intenzitetu dva protona amino skupine.
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Slika 35. 'H NMR spektar 3,4,5-trimetoksi-N-[5(6)-aminobenzimidazol-2-il]benzamida 44.

Slijede¢i stupanj u sintezi bilo je uklanjanje zaStitne skupine u svrhu sinteze hidroksi
supstituiranih derivata.>> Amidi 44 otopljen je u apsolutnom diklormetanu, ohladeni na -78 °C
te je u atmosferi argona dodan reagens BBrs. Spoj 45 nije uspjesno izoliran.

Amino supstituirani  benzamid 44 protonira se prema ve¢ opisanom postupku pri emu je
dobiven  3,4,5-trimetoksi-N-[5(6)-aminobenzimidazol-2-ilJbenzamid-hidroklorid 46 u

iskoriStenju od 90,9%. Spektar spoja 46 prikazan je na Slici 36.
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3. Rezultati i rasprava
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Slika 36. *H NMR 3,4,5-trimetoksi-N-[5(6)-aminobenzimidazol-2-il]benzamid-hidroklorida
46

Dodatnu potvrdu strukture spoja 46 dao je 13C NMR spektar prikazan na Slici 37 u kojem se
moZe uociti odgovarajuci broj signala kvaternin i aromtskih CH ugljikovih atoma te signali

metoksi skupina na 60,69 ppm i 56,81 ppm koji odgovara signalu za dvije metoksi skupine.
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Slika 37. 13C NMR spektar spoja 46.
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3. Rezultati i rasprava

Sinteza hidrokloridnih soli benzamida 51, 52, 53 i 54, metoksi supstituiranih benzotiazola 61,

62163 i benzimidazola hidroklorida 64, 65 i 66 provedena je u apsoluthom etanolu zasicenom

sa HCIl-om.
R
R3 Ry
R
P .
R, HCl@)
0 EtOH

47 R]_:OH, RZ:R3:R4:R5:H; R6=NH2

48 R]_:OCHg; R2:R3:R4:R5:H; RGZNHZ
49 R,=H; Ry=R4=R,=Re=0CH,: Re=NH
50 R1:R3:R6:OCH3; R2:R4:H; R5:NH2

Shema 17.

Re
51 R]_:OH, R2:R3=R4:R5:H; R6=NH3+CI_
52 R1:OCH3; R2:R3:R4:R5:H; RGZNH3+C|-
53 R]_:H; RZ:R3:R4:R6:OCH3; R5=NH3+CI_
54 R1:R3:R6:OCH3; R2:R4:H; R5:NH3+C|-

Hidrokloridi benzamida 51, 52, 53 i 54 priredeni su s iskoristenjem 74,7%, 75,8%, 58,6% i

23,8%. Hidrokloridi benzotiazola 61, 62,163 dobiveni su u vrlo visokim iskoriStenjima 93,1%,

93,9% i 87,1%. Hidrokloridi benzimidazola 64, 65,
48,4% i 59,0%.

R> Ry
0]

55 Rl:OCHg; R2=R3=R4=H; X=S
56 Rl:R3=OCH3; R2=R4=H; X=S
57 R]_:H; R2:R3:R4:OCH3; X=S
58 R1=OCH3; R2=R3=R4=H; X=N
59 R,=R,=OCH3; Ry=R,=H: X=N
60 R1:OH, R3=OCH3; R2=R4:H; X=N

Shema 18.

Rs X NH; HCI(9g)
_
HN— EtOH
R N

I 66 dobiveni su u iskoriStenjima 85,0%,

(0]

R3 X NH3+C|-
T
R N

61 R;=OCHz; R,=R;=R,=H: X=3
62 R;=R;=0CHs,; R,=R,=H: X=S
63 R]_:H; R2:R3:R4:OCH3; X=S
64 R;=OCHz; R,=Rs=R,=H: X=N
65 R;=Rs=OCHj; R;=R,=H: X=N
66 R,=OH; R;=OCHs: Ry=R,=H; X=N

Njihove strukture potvrdene su koriStenjem 'H i $3C NMR spektroskopije. Na Slici 38 prikazan
je TH NMR spektar 2-hidroksi-N-(4-aminofenil)benzamid-hidroklorida 51.
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3. Rezultati i rasprava
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Slika 38. *H NMR spektar 2-hidroksi-N-(4-aminofenil)benzamid-hidroklorida 51

U nezasjenjenom dijelu spektra na 11,75 ppm nalazi se signal protona hidroksi skupine, a na
10,53 ppm nalazi se signal protona amidne veze. Na 10,14 ppm nalazi se Siroki singlet koji

odgovara NH3*Cl skupini. U podru¢ju od 7,98 ppm do 6,96 ppm nalazi se odgovaraju¢i broj
signala aromatskih protona.
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3. Rezultati i rasprava

3.3. Spektroskopska karakterizacija UV/Vis spektroskopijom
3.3.1. Kvantitativni UV/Vis spektri

UV/Vis apsorpcijski spektri svih odabranin metoksi- i hidroksi- supstituiranih derivata
snimljeni su pri istoj koncentraciji od 2x10-5 molldm® u metanolu. Usporedni apsorpcijski
spektri nitro supstituiranih derivata 5, 6, 17 i 18 snimljeni pri danoj koncentraciji u metanolu

prikazani su na Slici 39.
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Slika 39. a) Apsorpcijski spektar spojeva 5, 6, 17 i 18 u metanolu b) strukture spojeva

Iz prikazanog spektra moze se zaklju¢iti da najve¢i itenzitet apsorbancije pokazuje crano
supstituirani derivat, p-cijano-N-(4-nitrofenil)benzamid 6, s maksimumom apsorbancije na 370
nm koji yjedno pokazuje najizrazeniji hiperkromni pomak mtenziteta apsorbancije ibatokromni
pomak maksimuma apsorbancije u odnosu na ostale ispitane spojeve. Dimetoksi supstituirani
derivat 17 pokazuje jedan izrazeni maksimum apsorbancije na 327 nm. Sli¢ni batokromni

pomak za ~5 nm maksimuma apsorbancije u odnosu na spoj 17 pokazuje 3,4,5-trimetoksi-N-(4-
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3. Rezultati i rasprava

nitrofenil)benzamid  18. p-cijano-N-(4-metoksi-2-nitrofenil)benzamid 5 pokazuje izrazeni
hipsokromni pomak u odnosu na ostale ispitane spojeve ¢iji je maksimum apsorbancije na 235

nm.

OCH,
H3CO OCH; H3CO
f Pal oG
cho
OCHjs 17 o \©\ \©\
b) NO,
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Slika 40. Usporedni UV/Vis apsorpcijski spektri u metanolu: a) cijano derivata, b) metoksi

derivata, ¢) amino derivata i d) hidroksi derivata
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d)

3. Rezultati i rasprava

Usporedivanjem spektara spojeva 516 mozemo zakljuciti da prisustvo metoksi skupine
u spoju 5 uzrokuje hipsokromni pomak maksimuma apsorbancije te hipokromni pomak
intenziteta apsorbancije.

Usporedivanjem spektara spojeva 17 i 18 mozemo zaklju¢iti da intenzitet apsorbancije
dimetoksi supstituiranog derivata 17 pokazuje blagi hiperkromni i batokromni pomak u
odnosu na trimetoksi supstituirani derivat 18.

Usporedivanjem spektara spojeva 8 i 19 mozemo zakljuciti da prisustvo cijano skupine
kod spoja 8 uzrokuje batokromni pomak i hiperkromni pomak intenziteta aspsorpcije
oko 250 nm.

Usporedivanjem spektara spojeva 21 i 22 mozemo zakljuciti da prisustvo metoksi
skupine u spoju 21 pokazuje snazan hiperkromni iblagi batokromni pomak u odnosu na

spoj 22 kod kojeg su prisutne samo hidroksi skupine.

Na Slici 41 prikazani su UV apsorpcijski spektri spojeva 6, 8, 17, 19 i 21.
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Slika 41. Usporedni UV/Vis apsorpcijski spektri spojevaa) 6i8b) 17119c¢) 19121
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3. Rezultati i rasprava

a) Usporedivanjem spektara spojeva 6 I 8 mozemo zakljuciti da prisustvo nitro skupine
spoja 6 uzrokuje izrazeni batokromni i hiperkromni pomak u odnosu na amino skupinu
spoja 8.

b) Usporedivanjem spektara spojeva 17 i 19 mozemo zakljuéiti da intenzitet apsorbancije
spoja 19 zbog prisustva NH2 skupine pokazuje znacajan hipokromni pomak te izrazeni
hipsokromni pomak maksimuma apsorbancije u odnosu na spoj 17.

c) Usporedivanjem spektara spojeva 19 i 21 mozemo zakljuciti da prisustvo OH skupine

spoja 21 uzrokuje blagi hiperkromni i batokromni pomak u odnosu na spoj 19.

3.3.2. Utjecaj pH na spektroskopska svojstva spojeva 7, 8, 19, 20, 21 i 22

Kako bi se ispitala mogucénost primjene spojeva 7, 8, 19, 20, 21 i 22 kao optickih pH
senzora, ispitana je promjena njinovih spektroskopskin svojstava ovisno o vrijednosti pH
otopine koristenjem UV/Vis spektroskopije. Snimljeni su apsorpcijski spektri ispitivanih
spojeva u otopinama univerzalnog pufera i1 metanola razli¢itih vrijednosti pH. Kiselo bazna

svojstva u otopinama univerzalnog pufera razlicitih vrijednosti pH prikazana su na Slici 42.

Iz dobivenih rezultata moze se uoCiti znaCajna promjena spektroskopskin svojstava ispitivanih
spojeva kod razli¢itih vrijednosti pH. 1z apsorpcijskin spektara odabranih spojeva vidljivo je da
promjenom pH vrijednosti pufera dolazi do znacajne promjene u intenzitetu apsorbancije i
pomaka maksimuma apsorbancije. U apsorpcijskom spektru spoja 7 pri pH 1 dolazi do izrazitog
hipokromnog pomaka intenziteta apsorbancije, a porastom pH na 13 dolazi do batokromnog
pomaka maksimuma apsorbancije na 351 nm. U apsorpcijskom spektru spoja 8 pri pH 1
pojavijuju se dva maksimuma apsorbancije na 235 nm 1265 nm. U luznatom mediju dolazi do
blagog hipokromnog pomaka maksimuma apsorpcije. 1z apsorpcijskin spektara spojeva 19 i 20
vidljivo je da u kiselom mediju dolazi do hipsokromnog pomaka. Iz spektra spoja 21 vidljivo
je da u kiselom mediju dolazi do hipsokromnog pomaka dok u luznatom mediju dolazi do
hiperkromnog pomaka intenziteta apsorbancije iizrazenog batokromnog pomaka maksimuma
apsorbancije na 328 nm. Iz apsorpcijskog spektra spoja 22 najizrazeniji hiperkromni i
batokromni pomak intenziteta apsorbancije pojavijuje se u neutralnom mediju (pH=7). U

luznatom mediju dolazi do znacajnog pada intenziteta apsorbancije.
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3. Rezultati i rasprava
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Slika 42. Apsorpcijski spektri spoja a) 7, b) 8, ¢) 19, d) 20, e) 21 i f) 22 u otopinama

univerzalnog pufera razlicitih vrijednosti pH
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3. Rezultati i rasprava

3.4. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

3.4.1. DPPH matoda

Antioksidansi su molekule koje kontroliraju odnos izmedu stanja reduciranja ili
oksidiranja u bioloSkom sustavu te ako su prisutne u niskim koncentracijama, u usporedbi s
koncentracijama oksidativnog supstrata, znacCajno zadrzavaju ili prijeCe oksidaciju tog
supstrata. Takve molekule onemoguéuju stvaranje novih slobodnih radikala u organizmu ili
uniStavaju u organizmu ve¢ stvorene radikale. Male organske molekule oksidansa djeluju kao
“Cistaci” slobodnih radikala, odnosno pretvaraju nezasiCene molekule radikala u zasi¢ene,
odnosno inaktivne oblike koji nisu opasni za normalno funkcioniranje organizma. Prema
podrijeth th moZzemo podieliti na prirodne 1 sintetske antioksidanse. Najznacajniji prirodni
antioksidansi su vitamin C (aksorbinska kiselina), vitamin E (tokoferol), fenolni spojevi, dok je
najjaci prirodni antioksidans astaksantin. Antioksidativna svojstva odabranih spojeva odredena
su DPPH metodom, odnosno metodom gaSenja DPPHe radikala doniranim atomom vodika od
strane potencijalnog antioksidansa. Metoda DPPH (engl. 2,2-diphenyl-1-pircylhydrazyl) je
metoda “hvatanja® slobodnih DPPH radikala. Metoda se zasniva na sposobnosti stabilnog
slobodnog radikala 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH-) da reagira s vodik donorom.

DPPH je dusikov radikal koji na jednom atomu dusikovog mosta sadrzi nespareni elektron

(Slika 43).
Q) =

N—ﬁl@—mz
S -

Slika 43. Struktura 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH-)

Mehanizam reakcije se zasniva na donaciji atoma vodika DPPH-radikalu od strane

antioksidansa (AH). Tad nastaje DPPHH, a antioksidans postaje radikal (A-).

DPPH- + AH «» DPPHH + A-
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3. Rezultati i rasprava

DPPH intezivno apsorbira u vidljivom dijelu spektra pri valnoj duljini od 517 nm. Kad prijede
u DPPH oblik dolazi do smanjenja apsorpcije, a kao posljedica njegove redukcije s

antioksidansom dolazi do promjene boje iz intenzivno ljubi¢aste u zutu (Slka 44).
v

O,N
Ph 3

N—N NO,
7

pi
. O,N

Gf —

Slika 44. Promjena boje otopine pri doniranju vodikovog atoma sa strane antioksidansa
DPPH-" radikalu

Reakcija se prati spektrofotometrijski pri 517 nm. Nakon 30 minuta mjerenja ocita se

apsorbancija te se ra¢una postotak inhibicije radikala prema lzrazu 1.

% inhibicije DPPH- = 4<°=44Y 100 (1)

Aco

Gdje je
Ac(0) = apsorbancija kontrole (otopina DPPH- radikala) kod t = 0 minuta
Aaq) = apsorbancija reakcijske smjese nakon t = 30 minuta.

Mjerenje se izvodi koriStenjem viSekanalnog citaa mikrotitarskih plocica (ELISA, bio-tek
mstruments inc.) s automatskim mijeSanjem 1 snimanjem podataka na racunalu. U 100 pL
otopine spojeva razli¢itih koncentracija dodano je 100 uL DPPH (c(pppHy= 100 pmol/mL) i
ostavljeno je 30 minuta na tamnom mjestu na sobnoj temperaturi. Koncentracija DPPH je ista
u svakom uzorku 1iznosi 100 pmol/mL. Promjena apsorbancije ocCitana je na ELISA ¢itacu na
517nm. 96%-tni etanol uzet je kao slijepa proba. Za odabrane spojeve izracunata je ICso
vrijednost, odnosno koncentracija antioksidansa koja uzrokuje 50% inhibicije DPPH. Niza

vrijednost 1Cso predstavlja vecu efikasnost antioksidansa.
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3. Rezultati i rasprava

Postotak inhibicije DPPH radikala racuna se prema Izrazu 1. Sva mjerenja radena su u
triplikatu.®® Rezultati dobiveni ispitivanjem antioksidativne aktivnosti odabranih spojeva
prikazani su u Tablici 4 a kao standard koristen je BHT (2,6-bis(1,1-dimetilletil)-4-metilfenol).

Tablica 4. Rezultati inhibicije DPPH/ uM spojeva pri koncentraciji od 100 uM*

Spoj DPPH/ utM Spoj DPPH/ utM
9 18,12+0,28 46 8,06+0,03
10 30,73+8,1 51 22,25+0,9
21 24,0+1,5 52 30,02+4,1
22 16,85+0,1 53 30,45+2,1
23 18,4+3,1 61 11,95+1,1
24 26,56+1,8 62 4,0+0,04
25 10,81+3,3 63 1,46+0,5
26 12,93+1,9 64 9,85+0,003
43 Pri 0,005M 3,3% 65 13,28+0,8
44 10,7+0,23 66 29,5+0,1

BHT 25+4.2

*rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuCiti da najizraZeniju antioksidativnu aktivnost pokazuju
metoksi supstituirane hidroklordine soli benztiazola 62 i 63. Uvodenje metoksi skupine u
strukturu amino protoniranog benzamida 9 utjecalo je na bolju aktivnost u odnosu na analog
10. Trihidroksi supstituirani benzamid 22 te hidroksi supstituirane hidrokloridne soli 25, 26 i

51 pokazali su izrazeniju aktivnost u odnosu na metoski supstituirane analoge.

3.4.2. FRAP metoda

Mehanizam FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power) metode temelji se na prijenosu
elektrona, a kompleks zeljeza s 2,4,6-tripiridil-s-triazinom— Fe(l11)(TPTZ)2Cl: Kkoristi se kao

oksidans.34
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3. Rezultati i rasprava

Redukcijom Zzuto obojenog kompleksa Fe(IlI)-TPTZ u Fe(ll) u prisutnosti antioksidansa i pri
niskom pH, reakcijska smjesa mijenja boju u plavo ¢iji je maksimum apsorbancije na valnoj

duljini 593 nm.

Pri nzim pH vrijednostima smanjuje se ionizacijski potencijal koji omoguéava prijenos
elektrona, a yjedno ce se povecati redoks potencijal, koji ¢e dodatno omoguciti pomak reakcije
u smjeru prijenosa elektrona.

Redoks potencijal reakcije Fe3*/Fe?* iznosi 0,77 V i svi spojevi s nizim redoks potencijalom,

ulazit ¢e u reakciju redukcije Zeljeza te tako dopringjeti konacnom rezultatu antioksidacijskog

kapaciteta.
/j 7N m
|
= = =
”\j/}\ | F i N\W/K"
|||} > /F )] j:
a\ A TN
N S N
Y | o o aths
X = = \\
Fe® -TPTZ + antioksidans > Fe' _TPTZ

Slika 45. Mehanizam djelovanja FRAP reakcije

Kod mjerenja aktivnosti FRAP metodom 50 uL uzorka pomijesano je sa 950 uL prethodno
pripremljenog FRAP reagensa te je mjerena apsorbancija na 593 nm nakon tocno 4 mmn. FRAP
reagens se priprema mijeSanjem acetatnog pufera (300 mM, pH 3,6), otopine TPTZ (10 mM u
40 mM kloridnoj kiselini) te zeljezo (II) klorida (20 mM) u omjeru 10:1:1.

Za pripremu bazdarnog pravca koristen je Zeljezo-sulfat (FeSO4x 7H20) (0-1000 uM):
y = 0,0009%, R? =0,9941

Rezultati su izrazeni u milimolima Zeliezo sulfata po milimolu spoja (mmol Fe2*/mmol spoja).
Kao standard koristen je BHT (2,6-bis(1,1-dimetilletil)-4-metilfenol).
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Tablica 5. Rezultati redukcije Fe(lll) u Fe(ll).

3. Rezultati i rasprava

FRAP mmol(Fe2*)/mmol

FRAP mmol(Fe2*)/mmol

SPo) (snnia) SPo) (snnia)
9 989,11+85,02 46 267,44+1,4
10 1763,47+32,66 51 2328,80+118,03
21 1530,69+35,87 52 2307,42+63,87
22 3259,93+£85,51 53 1763,47+219,52
23 1905,99+87,57 61 214,25+3.4
24 1677,96+£93,2 62 244,17£3,0
25 2174,40+99,85 63 241,31+£1,6
26 4856,15+70,18 64 267,23+5,0
43 89,69+6,2 65 259,14+0,6
44 1102,54+14,1 66 304,29+6,4

BHT 28.00+2.30

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuCiti da najvecu antioksidativnu aktivnost posjeduju

trinidroksi  supstituirani amino benzamid 22 te trihidroksi supstituirani hidrokloridna sol

benzamida 26. Kod hidrokloridnih soli benztiazolil- i benzimidazolil-2-karboksamida ne opaza

se utjecaj broja metoksi i hidroksilnin skupina na antioksidativnu aktivnost.

Ovim ispitivanjem potvrdena je potencijalna antioksidativha aktivnost svih ispitivanih

spojeva, posebno onih amino supstituiranih te njihovih hidrokloridnih soli.

59



4. Eksperimentalni dio



4. Eksperimentalni dio

41. Opce napomene

Talista priredenih spojeva odredena su na SMP11 Bibby te Kofler Mikroheiztisch

aparatu i nisu korigirana.

UV spektri snimljeni su na spektrofotometru Varian Cary 50, a koriStena je kvarcna

kiveta promjera 1 cmi volumena 3 cm3.

1H i 13C NMR spektri snimljeni su na spektrometrima Bruker AV600 i Bruker AV300.
IH NMR spektri snimani su pri 300 i 600 MHz, dok su 13C spektri snimani pri 75 i 150 MHz.
Svi NMR spektri snimani su u DMSO-ds kao otapalu, koriste¢i tetrametilsilan kao interni

standard. Kemijski pomaci (0) izrazeni su u ppm vrijednostima, a konstante sprege (J) u Hz.

Kromatografska odjeljivanja provedena su na kolonama punjenim silikagelom 0,063 —
0,2 nm (Kemika, Merck).

Reakcije su provedene uobiCajenim sintetskim metodama. Svi spojevi su rutinski

provjeravani tankoslojnom kromatografijom (TLC) koriste¢i ploce presvucene silikagelom

Merck 60F-254 te detektirani pod UV svjetlom (254 nm).
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4. Eksperimentalni dio

4.2. Sinteza cijano supstituiranih derivata benzamida
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4. Eksperimentalni dio

4.2.1. Priprava p-cijano-benzoil-klorida 2

Iz 2,000 g (13,60 mmol) 1 u apsolutnom toluenu (30 ml) doda se 1,45 ml tionil-klorida (20,40
mmol) i reakcijska smjesa se zagrijava na temperaturi vrenja 19 sati. Nakon hladenja otapalo
se ukloni destilacijom pod snizenim tlakom te se dobiveni produkt ispere nekolikko puta s

apsolutnim toluenom te se otapalo ponovo ukloni destilacjom pod snizenim tlakom. Dobiveno

je 2,010 g (89,3%) uljastog produkta.

4.2.2. Op¢i postupak priprave metoksi supstituiranih benzamida

Otopini odgovarajueg benzoil-klorida u apsolutnom toluenu doda se odgovaraju¢i amin i
trietilamin te se reakcijska smjesa zagrijava na temperaturi vrenja preko no¢i Nakon hladenja
dobiveni produkt se profiltrira, ispere razrijedenom vodenom otopinom HCI te prekristalizira

iz smjese metanola iacetona.

Priprava p-cijano-N-(4-metoksi-2-nitrofenil)benzamida 5

Iz 0,700 g (4,20 mmol) 2 i 0,706 g (4,20 mmol) 3 u apsolutnom toluenu (20 ml) uz dodatak
0,82 ml trietilamina (5,88 mmol) nakon prekristalizacije dobiveno je 0,510 g (40,6%)
narancastog kristalinicnog produkta. T.t.190-193 °C.

'HNMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 10,75 (s, 1H, NHamid), 8,07 (d, 4H, Harom.), 7,59 (d, 1H,
J = 8,91 Hz, Harom)), 7,55 (d, 1H, J = 2,85 Hz, Harom.), 7,37 (dd, 1H, J1 = 8,91, J> = 2,91 Hz,
Harom.), 3,87 (s, 3H, OCHz3); 13C NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm): 164,57, 157,37, 144,92,
138,05, 133,17 (2C), 128,91 (2C), 128,84, 123,89, 120,54, 118,69, 114,80, 109,85, 56,56.

Priprava p-cijano-N-(4-nitrofenil)benzamida 6

Iz 0,700 g (4,20 mmol) 2 i 0,584 g (4,20 mmol) 4 u apsolutnom toluenu (20 ml) uz dodatak
0,82 ml trietilamina (5,88 mmol) nakon prekristalizacije dobiveno je 0,605 g (53,5%) zutog
praskastog produkta. T.t. 95-98 °C.

H NMR (300 MHz, DMSO) (6/ppm): 11,02 (s, 1H, NHamid), 8,29 (d, 2H, J = 9,21 Hz, Harom.),
8,14 (d, 2H, J = 8,46 Hz, Harom.), 8,08 — 8,05 (d, 4H, J = 9,18 Hz, Harom.); 13C NMR (75 MHz,
DMSO) (8/ppm): 165,41, 145,46, 143,26, 138,69, 133,02 (2C), 129,24 (2C), 125,30 (2C),
120,51 (2C), 118,68, 114,81.

4.2.3. Opéi postupak priprave metoksiiamino supstituiranih benzamida
Odgovarajuéi metoksi supstituirani amid suspendira se u prethodno pripremljenoj otopini

SnCkx2H20 u smjesi koncentrirane HClmetanol 1:1. Reakcijska smjesa se zagrijava na
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temperaturi vrenja 1 sat. Nakon hladenja otapalo se ukloni destilacijom pod snizenim tlakom.
Dobiveni produkt se suspendira u malo destilirane vode, zaluzi s 20%-tnom otopinom NaOH

do pH =14, a nastali talog se profiltrira i dobro ispere s vodom.

Priprava p-cijano-N-(4-metoksi-2-aminofenil)benzamida 7

Iz 0,600 g (2,02 mmol) 5i 3,780 g (16,76 mmol) SnCl2x2H20 u 7,0 ml HCI i 7,0 ml metanola
dobiveno je 0,501 g (92,9%) bez praskastog produkta. T.t.>300 °C.

THNMR (600 MHz, DMSO) (8/ppm): 9,72 (s, 1H, NHamid), 8,13 (d, 2H, J = 8,46 Hz, Harom.),
7,99 (d, 2H, J = 8,46 Hz, Harom.), 7,01 (d, 1H, J = 8,58 Hz, Harom.), 6,35 (d, 1H J = 2,76 Hz,
Harom.), 6,18 (dd, 1H, J1 = 8,58, J2 = 2,76 Hz, Harom.), 4,98 (s, 2H, NH2), 3,68 (s, 3H, OCHg);
13C NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm): 164,62, 158,91, 145,27, 139,30, 132,75 (2C), 129,07
(2C), 118,88, 116,27, 113,99, 102,29, 100,99, 55,31.

Priprava p-cijano-N-(4-aminofenil)benzamida 8

Iz 0,300 g (1,23 mmol) 612,100 g (9,32 mmol) SnCx2H20 u 4,0 ml HCI i 4,0 ml metanola
dobiveno je 0,110 g (41,3%) zuto-smedeg praskastog produkta. T.t. 245-250 °C.

'HNMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 9,97 (s, 1H, NHamid), 8,11 (d, 2H, J = 8,31 Hz, Harom.),
7,97 (d, 2H, J = 8,34 Hz, Harom.), 7,41 (d, 2H, J = 8,67 Hz, Harom.), 6,55 (d, 2H, J = 8,70 Hz,
Harom.), 4,96 (s, 2H, NHz2); 13C NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm): 163,57, 145,94, 139,94, 132,76
(2C), 128,83 (2C), 128,39, 122,74 (2C), 118,88, 114,11 (2C), 113,78.

4.2.4. Opdéi postupak priprave hidrokloridnih soli
Odgovarajuéem amino supstituiranom benzamidu doda se apsolutni etanol zasicen HCIl-om i
reakcijska smjesa se mijeSa na sobnoj temperaturi 24 sata. Reakcijskoj smjesi se zatim doda

dietileter te se profiltrira. Dobiveni talog se ispere nekoliko puta s dietileterom.

Priprava p-cijano-N-(4-metoksi-2-aminofenil)benzamid-hidroklorida 9

1z 0,050 g, (1,87 mmol) 7 u apsolutnom etanolu (5,0 ml) zasicenom HCI-om dobiveno je 0,029
g (51,1%) svijetlosivog praskastog produkta. T.t. 296-299 °C.

'HNMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 10,49 (s, 1H, NHamid), 8,23 (d, 2H, J = 8,28 Hz, Harom.),
8,03 (d, 2H, J = 8,28 Hz, Harom.), 7,39 (d, 1H, J = 8,85 Hz, Harom.), 6,94 (s, 1H, Harom.), 6,88 (d,
1H, J = 8,85 Hz, Harom.), 3,78 (s, 3H, OCH3); 13C NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm): 164,87,
158,18, 146,90, 138,41, 133,73, 132,70 (2C), 129,14 (2C), 129,05, 128,61, 122,48, 118,79 (2C),
114,33, 55,95.
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Priprava p-cijano-N-(4-aminofenil)benzamid-hidroklorida 10

1z 0,084 g, (3,54 mmol) 8 u apsolutnom etanolu (5,0 ml) zasi¢enom HCIl-om dobiveno je 0,072
g (74,3%) svijetlosmedeg produkta. T.t. >300 °C.

!H NMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 10,79 (s, 1H, NHamid), 10,31 (3s, 3H; NH3*CI), 8,16 (d,
2H, J =8,43 Hz, Harom.), 8,01 (d, 2H, J = 8,46 Hz, Harom.), 7,90 (d, 2H, J = 8,82 Hz, Harom.), 7,39
(d, 2H, J = 8,79 Hz, Harom.); 13C NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm): 164,70, 139,05, 138,59,
132,91 (2C), 129,14 (2C), 128,44, 123,77 (2C), 121,94 (2C), 118,77, 114,41,

Pokusaj priprave p-cijano-N-(4-hidroksi-2-aminofenil)benzamida 11

Metoksi supstituirani amid 7 (0,405 g, 1,52 mmol) otopi se u apsolutnom diklormetanu (20 ml)
i ohladi se na -78 °C. U reakcijsku smjesu upuhuje se argon te se nakon 15 minuta doda BBr3
(4,50 ml, 4,55 mmol). Reakcijska smjesa mijeSa se 48 sati na sobnoj temperaturi. Reakcija se
prekida dodatkom metanola i vode. Vodeni sloj se ekstrahira s etil-acetatom, nakon Cega se
otapalo ukloni destilacijom pod snizenim tlakom. Zeljeni produkt nije uspjesno izoliran ovom

metodom.
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4.3. Sinteza metoksisupstituiranih benzamida
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4.3.1. Op¢i postupak priprave metoksi supstituiranih benzoil-klorida

Otopini odgovaraju¢e Kkiseline u apsolutnom toluenu doda se tionil-klorid i reakcijska smjesa
se zagrijava na temperaturi vrenja. Nakon hladenja otapalo se ukloni destilacijom pod snizenim
tlakom te se dobiveni produkt ispere nekoliko puta s apsolutnim toluenom i ponovo upari do

suha.

Priprava 2,4-dimetoksi-benzoil-klorida 14
Iz 2,000 g (10,97 mmol) 12 i 1,20 ml tionil-klorida (16,46 mmol) uapsolutnom toluenu (28 ml)
nakon zagrijavanja na temperaturi vrenja 19 sati dobiveno je 1,850 g (83,9%) bijelog

kristalinicnog produkta.

Priprava 3,4,5-trimetoksi-benzoil-klorida 15

Iz 2,000 g (9,43 mmol) 13 i 2,0 ml tionil-klorida (28,27 mmol) u apsolutnom toluenu (28 ml)
nakon zagrijavanja na temperaturi vrenja 19 sati dobiveno je 1,95 g (89,7%) beZ kristalini¢no g
produkta.

4.3.2. Opéi postupak priprave metoksi supstituiranih benzamida

Otopini benzoil-klorida u apsolutnhom toluenu doda se odgovaraju¢i amin i trictlamin te se
reakcijska smjesa zagrijava na temperaturi vrenja 24 sata. Nakon hladenja dobiveni produkt se
profiltrira, ispere razrijedenom vodenom otopinom HClI-a te prekristalizira iz smjese metanola

i acetona.

Priprava 2,4-dimetoksi-N-(4-nitrofenil)benzamida 17

Iz 0,700 g (3,49 mmol) 141 0,483 g (3,49 mmol) 16 u apsolutnom toluenu (20 ml) uz dodatak
0,68 ml trietilamina (4,98 mmol) nakon prekristalizacije dobiveno je 0,661 g (62,7%)
svijetlozutog kristaliniénog produkta. T.t. 187-190 °C.

'HNMR (300 MHz, DMSO) (6/ppm): 10,46 (s, 1H, NHamid), 8,24 (d, 2H, J = 9,24 Hz, Harom.),
8,01 (d, 2H, J = 9,27 Hz, Harom.), 7,72 (d, 1H, J = 8,5 Hz, Harom.), 6,73 (d, 1H, J = 2,16 Hz,
Harom.), 6,65 (dd, 1H, J1 = 8,58 Hz, J2 = 2,28 Hz, Harom.), 3,95 (s, 3H, OCHs3), 3,86 (s, 3H,
OCHz3); 13C NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm): 164,72, 163,83, 158,99, 145,72, 142,53, 132,45,
125,36 (2C), 119,87 (2C), 116,15, 106,33, 99,07, 56,67, 55,88.
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Priprava 3,4,5-trimetoksi-N-(4-nitrofenil)benzamida 18

Iz 0,700 g (3,04 mmol) 151 0,420 g (3,04 mmol) 16 u apsoluthom toluenu (20 ml) uz dodatak
0,59 ml trietilamina (4,26 mmol) nakon prekristalizacije dobiveno je 0,600 g (59,5%) zutog
praskastog produkta. T.t. 192-195 °C.

'HNMR (600 MHz, DMSO) (8/ppm): 10,66 (s, 1H, NHamid), 8,28 (d, 2H, J = 9,24 Hz, Harom)),
8,04 (d, 2H, J = 9,30 Hz, Harom.), 7,30 (S, 2H, Harom.), 3,88 (s, 6H, OCHj3), 3,75 (s, 3H, OCHj3);
13C NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm): 166,11, 152,49 (2C), 145,90, 142,93, 140,90, 129,76,
125,25 (2C), 120,45 (2C), 106,08 (2C), 60,63, 56,63 (2C).

4.3.3. Op¢i postupak priprave metoksi supstituiranih amino benzamida

Odgovaraju¢i metoksi supstituirani amid suspendira se u prethodno pripremljenoj otopini
SnCkx2H20 u smjesi koncentrirane HClmetanol 1:1. Reakcijska smjesa se zagrijava na
temperaturi vrenja 1 sat. Nakon hladenja otapalo se ukloni destilacijom pod snizenim tlakom.
Dobiveni produkt se suspendira u malo destilirane vode, zaluzi s 20%-tnom otopinom NaOH,

do pH = 14, a nastali talog se profiltrira te ispere s vodom.

Priprava 2,4-dimetoksi-N-(4-aminofenil)benzamida 19

Iz 0,265 g (0,87 mmol) 171 1,630 g (7,28 mmol) SnClkx2H20 u 3,0 ml HCI i 3,0 ml metanola
dobiveno je 0,185 g (77,5%) svijetlosivog praskastog produkta. T.t. 179-183 °C.

'HNMR (600 MHz, DMSO) (8/ppm): 9,54 (s, 1H, NHamid), 7,78 (d, 1H, J = 8,58 Hz, Harom.),
7,35 (d, 2H, J = 8,70 Hz, Harom.), 6,68 (d, 1H, J = 2,22 Hz, Harom.), 6,65 (dd, 1H, J1 = 8,64, J2 =
2,28 Hz, Harom.), 6,54 (d, 2H, J= 8,70 Hz, Harom.), 4,88 (s, 2H, NH), 3,95 (s, 3H, OCHs), 3,83
(s, 3H, OCHs); 13C NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm): 163,13, 162,64, 158,67, 145,46, 132,46,
128,61, 122,02 (2C), 116,59, 114,22 (2C), 106,13, 99,02, 56,61, 55,98.

Priprava 3,4,5-trimetoksi-N-(4-aminofenil)benzamida 20

1z 0,400 g (1,20 mmol) 18i 2,250 g (10,0 mmol) SnCl2x2H20 u 4,25 ml HCl i 4,25 ml metanola
dobiveno je 0,165 g (45,3%) bijelog praskastog produkta. T.t. 205-209 °C.

IH NMR (600 MHz, DMSO) (8/ppm): 9,77 (s, 1H, NHamid), 7,34 (d, 2H, J = 8,10 Hz, Harom.),
7,25 (5, 2H, Harom.), 6,59 (d, 2H, J = 8,16 Hz, Harom.), 5,24 (s, 2H, NH>), 3,86 (s, 6H, OCHa),
3,73 (s, 3H, OCHs); 13C NMR (150 MHz, DMSO) (8/ppm): 164,08, 152,52 (2C), 144,17,
139,92, 130,33, 128,47, 122,54 (2C), 114,21 (2C), 105,02 (2C), 60,06, 56,02 (2C).
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4.3.4. Op¢i postupak priprave hidroksi supstituiranih benzamida

Odgovarajuéi metoksi supstituirani amid otopi se u apsolutnom diklormetanu. Reakcijska
smjesa ohladi se na -78 °C. U reakcijsku smjesu upuhuje se argon te se nakon 15 minuta doda
BBrs. Reakcijska smjesa mijeSa se na sobnoj temperaturi 48 sati, nakon ¢ega se reakcija prekida
dodatkom metanola i vode. Vodeni sloj se ekstrahira s etil-acetatom a nakon susenja na MgSO4

se otapalo ukloni destilacijom pod snizenim tlakom.

Priprava 2-hidroksi-4-metoksi-N-(4aminofenil)benzamida 21

Iz 0,295 g (1,08 mmol) 19 i 6,5 ml BBr3 (6,48 mmol) u apsolutnom diklormetanu (20 ml)
dobiveno je 0,115 g (42,1%) sivo-bijelog praskastog produkta. T.t. 294-296 °C.

'HNMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 12,27 (s, 1H, OH), 10,36 (s, 1H, NHamid), 9,82 (3s, 2H,
NH.), 8,00 (d, 1H, J = 8,91 Hz, Harom.), 7,80 (d, 2H, J = 8,85 Hz, Harom.), 7,35 (d, 2H, J = 8,79
Hz, Harom.), 6,57 (dd, 1H, J1 = 8,88, J2 = 2,46 Hz, Harom.), 6,51 (d, 1H, J = 2,43 Hz, Harom.), 3,80
(s, 3H, OCHs); 13C NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm): 167,67, 164,36, 161,99, 138,09, 130,75,
128,13, 123,71 (2C), 122,68 (2C), 109,43, 106,87, 101,78, 55,94.

Priprava 3,4,5-trihidroksi-N-(4aminofenil)benzamida 22

1z 0,408 g (1,35 mmol) 201 12,15 ml BBr3 (12,15 mmol) u apsolutnom diklormetanu (20 ml)
dobiveno je 0,215 g (61,2%) bez praSkastog produkta. T.t. 170-174 °C.

IH NMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 10,08 (s, 1H, OH), 9,96 (s, 1H, NHamid), 8,84 (s, 1H,
OH), 7,91 (s, 1H, OH), 7,83 (t, 2H, J = 9,72 Hz, Harom.), 7,32 (d, 2H, J = 8,73 Hz, Harom.), 6,96
(s, 2H, Harom.), 5,53 (3s, 2H, NH2); 3C NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm): 166,25, 145,98 (2C),
139,97, 137,47, 126,53, 125,05, 123,79 (2C), 121,52 (2C), 107,73 (2C).

4.3.5. Op¢i postupak priprave hidrokloridnih soli
Odgovaraju¢em amino supstituiranom benzamidu doda se apsolutni etanol zasi¢cen HCl-om i
reakcijska smjesa se mijeSa na sobnoj temperaturi 24 sata. Reakcijskoj smjesi se zatim doda

dietil-eter te se profiltrira. Dobiveni talog se ispere s dietil-eterom.

Priprava 2,4-dimetoksi-N-(4-aminofenil)benzamid-hidroklorida 23

1z 0,076 g, (0,28 mmol) 19 u apsolutnom etanolu (5,0 ml) zasicenom HCI-om dobiveno je 0,036
g (41,7%) bijelog praskastog produkta. T.t. 232-237 °C.

H NMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 10,26 (8s, 3H, NH3*Cl), 10,05 (s, 1H, NHamid), 7,82 (d,
2H, J =8,70 Hz, Harom.), 7,73 (d, 1H, J = 8,55 Hz, Harom.), 7,36 (d, 2H, J =8,67 Hz, Harom.), 6,71
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(s, 1H, Harom.), 6,67 (d, J = 8,61 Hz, 1H, Harom.), 3,95 (s, 3H, OCH3), 3,84 (s, 3H, OCHzs); 13C
NMR (150 MHz, DMSO) (6/ppm): 163,57, 162,95, 158,33, 138,27, 132,02, 127,10, 123,27
(2C), 120,71 (2C), 115,97, 105,63, 98,58, 56,07, 55,42,

Priprava 3,4,5-trimetoksi-N-(4-aminofenil)benzamid-hidroklorida 24

Iz 0,077 g, (0,25 mmol) 20 u apsolutnom etanolu (5,0 ml) zasicenom sa HCl-om dobiveno je
0,055 g (63,7%) bijelog praskastog produkta. T.t. 277-282 °C.

'HNMR (300 MHz, DMSO) (6/ppm): 10,37 (s, 1H, NHamid), 10,04 (3s, 3H, NH3*Cl), 7,86 (d,
2H, J = 8,82 Hz, Harom.), 7,36 (d, 2H, J = 8,82 Hz, Harom.), 7,31 (S, 2H, Harom.), 3,88 (S, 6H,
OCHz3), 3,74 (s, 3H, OCHz); 13C NMR (150 MHz, DMSO) (8/ppm): 164,99, 152,60 (2C),
140,51, 138,49, 129,64 (2C), 123,10 (2C), 121,66 (2C), 105,35 (2C), 60,07, 56,14 (2C).

Priprava 2-hidroksi-4-metoksi-N-(4aminofenil)benzamid-hidroklorida 25

Iz 0,080 g, (0,32 mmol) 21 u apsolutnom etanolu (5,0 ml) zasi¢enom sa HCl-om dobiveno je
0,062 g (68,1%) bijelog praskastog produkta. T.t. 280-285 °C.

'HNMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 12,29 (s, 1H, OH), 10,37 (s, 1H, NHamid), 9,95 (s, 3H,
NHs*Cl), 8,01 (d, 1H, J = 8,88 Hz, Harom.), 7,80 (d, 2H, J = 8,82 Hz, Harom.), 7,35 (d, 2H, J =
8,82 Hz, Harom.), 6,57 (dd, 1H, J1 = 8,86, J2= 2,47 Hz, Harom), 6,52 (d, 1H, J = 2,4 Hz, Harom)),
3,80 (s, 3H, OCHz3);3C NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm): 167,49, 164,26, 162,09, 137,87,
130,75, 128,30, 123,47 (2C), 122,66 (2C), 109,34, 106,54, 101,67, 55,93.

Priprava 3,4,5-trihidroksi-N-(4aminofenil)benzamid-hidroklorida 26

Iz 0,100 g, (0,38 mmol) 22 u apsolutnom etanolu (5,0 ml) zasi¢cenom sa HCl-om dobiveno je
0,041 g (35,9%) sivog prasSkastog produkta. T.t. 287-292 °C.

'HNMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 10,17 (3s, 1H, OH), 10,07 (s, 3H, NHamig, OH), 9,15 (8s,
3H, NHs*CI), 7,85 (d, 2H, J = 8,76 Hz, Harom.), 7,32 (d, 2H, J = 8,73 Hz, Harom.), 6,96 (S, 2H,
Harom.); 13C NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm): 166,15, 146,00 (2C), 139,74, 137,42, 126,95,
125,11, 123,72 (2C), 121,49 (2C), 107,77 (2C).
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4.4. Sinteza hidroksi supstituiranih nitro derivata 2-benzimidazola

Ry
Ry
0,
D/ zagrijavanje RZAC}_<
COOH H,N
27 Ry=H; R,=OH 30 R;=H; R,=OH
28 R,=OH; R,=OH 31 R;=OH; R,=OH

Shema 21.

Op¢i postupak priprave hidroksi derivata nitro supstituiranih benzimidazola

Odgovarajucoj benzojevoj kiselini doda se 4-nitro-1,2-fenilendiamin i polifosforna Kiselina te
se reakcijska smjesa zagrijava 2 sata na 180 °C. Reakcijska smjesa se izlije na led, zaluzi s
amonijakom i ekstrahira s etil-acetatom. Nakon suSenja, etil-acetat se upari pod snizenim

tlakom.

Priprava 5(6)-nitro-2-(2,4-dihidroksifenil)benzimidazola 30

1z 0,368 g (2,39 mmol) 27, 0,366 g (2,39 mmol) 29 i polifosforne kiseline dobiveno je 0,045 g
(69,9%) maslinasto-zelenog praskastog produkta. T.t. > 300 °C.

1H NMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 13,33 (d, 1H, J = 39,45 Hz, NHrenzimidazol), 13,21(d, 1H,
J = 39,45 Hz, NHpenzimidazol), 12,37 (d, 1H, J = 29,46 Hz, OH), 12,28 (d, 1H, J = 29,46 Hz, OH),
10,18 (s, 2H, OH), 8,53 (s, 1H, Harom.), 8,39 (s, 1H, Harom.), 8,13 (d, 2H, J = 8,91Hz, Harom),
7,98 (8s, 2H, Harom.), 7,81-7,70 (m, 2H, Harom.), 6,49 (dd, 2H, J1 = 8,58 Hz, J2 = 2,19 Hz, Harom)),
6,44 (d, J = 2,04 Hz, Harom.).

Poku$aj priprave 5(6)-nitro-2-(2,3,4-trihidroksifenil)benzimidazola 31

Iz 1,000 g (5,88 mmol) 28, 0,900 g (5,88 mmol) 29 i polifosforne kiseline dobivena je smjesa

iz koje zeljeni produkt nije uspjesno izoliran.
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45. Sinteza cijano supstituiranih hidroksi derivata 2-benzimidazola

R,
R R H,N CN
L, s
R, CHO H,N p- benzoklnon
32 R;=OCHj3; Ry=Rs=R,=H 35
33 R;=R3=0OCHjs; R,=R,=H 36 R;=OCHs; R,=R3=R,=H
34 R2:R3:R4:OCH3; R]_:H 37 R]-_R?’_()(:H3 Rz—R4—H
38 R2:R3:R4:OCH3; R]_:H
CH,Clyaps.
BBr3
R, Ry
H
N CN
Rs \
N

39 R1:R3:OH; RZ:R4:H
40 RZ:RS:R4:OH; R]_:H

Shema 22.

4.5.1. Opéi postupak priprave metoksi derivata cijano supstituiranih benzimidazola
Otopini odgovarajuceg aldehida i4-cijano-1,2-fenilendiamina 35 u apsolutnom etanolu doda se
p-benzokinon te se reakcijska smjesa zagrijava na temperaturi vrenja 4 sata. Nakon hladenja

dobiveni talog se profiltrira.

Priprava 5(6)-cijano-2-(2-metoksifenil)benzimidazola 36

Iz 0,500 g (3,67 mmol) 32, 0,489 g (3,67 mmol) 35 0,400 g (3,67 mmol) p-benzokinona u
apsolutnom etanolu (20 ml) dobiveno je 0,494 g (53,9%) tamnoljubiCastog praSkastog
produkta. T.t. 182-187 °C.

1H NMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 12,57 (s, 1H, Hoenzimidazot), 8,62 (5, 1H, Harom.), 8,35 (d,
1H, J = 9,45 Hz, Harom.), 7,79 (d, 1H, J = 8,34 Hz, Harom.), 7,59 (dd, 1H, J1 = 8,32, J2 = 1,42 Hz,
Harom.), 7,53 (d, 1H, J = 6,96 Hz, Harom.), 7,28 (d, 1H, J = 8,22 Hz, Harom.), 7,15 (t, 1H, J = 7,53
Hz, Harom.), 4,05 (s, 3H, OCHj3); 3C NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm): 157,57, 150,20 (2C),
132,75, 130,55, 125,79, 121,48, 120,62 (2C), 117,52, 116,11 (2C), 112,74, 104,12, 56,38.
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Priprava 5(6)-cijano-2-(2,4-dimetoksifenil)benzimidazola 37

Iz 0,400 g (2,41 mmol) 32, 0,321 g (2,41 mmol) 35 0,260 g (2,41 mmol) p-benzokinona u
apsolutnom etanolu (15 ml) dobiveno je 0,502 g (74,7%) sivo-bez praskastog produkta. T.t.
211-215 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 12,37 (s, 1H, NHpenzimidazol), 8,61 (5, 1H, Harom.), 8,28 (d,
1H, J = 8,64 Hz, Harom.), 7,74 (d, 1H, J = 8,31 Hz, Harom.), 7,55 (dd, 1H, J1 = 8,31, J2 = 1,50 Hz,
Harom.), 6,79 (d, 1H, J = 2,22 Hz, Harom.), 6,75 (dd, 1H, J1 = 8,70, J2 = 2,31 Hz, Harom.), 4,05 (s,
3H, OCHs), 3,88 (s, 3H, OCHz).

Priprava 5(6)-cijano-2-(2,3,4-trimetoksioksifenil)benzimidazola 38

Iz 0,400 g (2,04 mmol) 33, 0,271 g (2,04 mmol) 35 0,220 g (2,04 mmol) p-benzokinona u
apsolutnom etanolu (15 ml) dobiveno je 0,250 g (39,7%) tamnoljubiCastog praskastog
produkta. T.t. 211-215 °C.

'HNMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 13,38 (s, 1H, NHbenzimidazol), 8,62 (s, 1H, Harom.), 8,15 (s,
1H, Harom.), 7,76 (d, 1H, J = 8,2 Hz, Harom.), 7,60 (dd, 1H, J1 = 8,34, J2 = 8,34, Harom.), 7,56 (S,
2H, Harom.), 3,92 (s, 6H, OCHa), 3,76 (s, 3H, OCHs3); 3C NMR (150 MHz, DMSO) (8/ppm):
153,28 (2C), 149,72, 125,66, 124,34 (2C), 119,99 (2C), 115,63 (2C), 104,44 (2C), 103,91 (2C),
60,15 (2C), 56,12.

4.5.2. Opéi postupak priprave hidroksi derivata cijano supstituiranih benzimidazola

Odgovarajuéi metoksi supstituirani benzimidazol otopi se u apsolutnom diklormetanu.
Reakcijska smjesa ohladi se na -78 °C. U reakcijsku smjesu upuhuje se argon te se nakon 15
minuta doda BBrs. Nakon toga se reakcijska smjesa mijeSa na sobnoj temperaturi 24 sata.
Reakcija se prekida dodatkom metanola i vode. Nakon odvajanja slojeva, vodeni sloj se

profiltrira.

Pokusaj priprave 5(6)-cijano-2-(2,4-dihidroksifenil)benzimidazola 39
Iz 0,300 g (1,07 mmol) 37 i 6,45 ml BBrs (6,45 mmol) u apsolutnom diklormetanu (20 ml)

dobivena je smjesa iz koje produkt nije uspjesno izoliran.

Priprava 5(6)-cijano-2-(2,3,4-trihidroksifenil)benzimidazola 40

Iz 0,200 g (0,67 mmol) 38 i 5,82 ml BBr3 (5,82 mmol) u apsolutnom diklormetanu (20 ml)
dobiveno je 0,100 g (57,8%) plavo-sivog praskastog produkta. T.t. >300 °C.

THNMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 9,24 (s, 3H, OH), 8,26 (s, 1H, Harom.), 7,89 (d, 1H, J =
8,97 Hz, Harom.), 7,85 (d, 1H, J = 8,88, Harom.), 7,23 (S, 2H, Harom.).
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4.6. Sinteza hidroksi supstituiranih derivata benzimidazola

OCH,4 H4CO
H,CO H Et.N O H
3 t3
+ HN— ———» H3CO N
toluen HN{\
H5CO cocl N NO,
3 H3CO N NO,
41 42 43
SnCl, x 2H,0
MeOH/HCI
HO
o H4CO
HO N BBrs o
-
HN_<\ j@\ CH,Clyaps. H3CO N
HO N NH, HN—Q
45 H5CO N NH,
44
HCI(g)
EtOHaps.
H5CO
0
H
H3CO N
< 1
H5CO N NHs*CI
46
Shema 23.

Priprava 3,4,5-trimetoksi-N-[5(6)-nitrobenzimidazol-2-il]benzamida 43

Otopini 3,4,5-trimetoksi  benzoil-klorida (3,160 g, 13,70 mmol) 41 u apsolutnom toluenu (70
ml) doda se 2,440 g (13,70 mmol) 2-amino-5(6)-nitrobenzimidazola 42i 2,67 ml (19,18 mmol)
trietilamina te se reakcijska smjesa zagrijava na temperaturi vrenja 48 sati. Nakon hladenja
dobiveni produkt se profiltrira, ispere razrijedenom vodenom otopinom HCI te prekristalizira
iz smjese etanola i DMF-a. Dobiveno je 3,040 g (59,6%) bez praskastog produkta. T.t. 235-240
°C.

'H NMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 12,89 (s, 1H, NHuenzimidazol), 12,34 (s, 1H, NHamid), 8,38
(s, 1H, Harom), 8,09 (dd, J1 = 8,8, J2 = 2,3 Hz, 1H, Harom), 7,65 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Harom), 7,52
(s, 2H, Harom), 3,90 (s, 6H, OCHs3), 3,76 (s, 3H, OCHa).

Priprava 3,4,5-trimetoksi-N-[5(6)-aminobenzimidazol-2-il]benzamida 44
1,000 g (2,68 mmol) spoja 43 suspendira se u prethodno pripremljenoj otopini 5,000 g (22,29
mmol) SnCLx2H20 u smjesi koncentrirane HCI (9,5 ml) i metanola (9,5 ml).
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Reakcijska smjesa se zagrijava na temperaturi vrenja pola sata. Nakon hladenja metanol 1 HCI
se uklone destilacijom pod snizenim tlakom, reakcijska smjesa se zaluzi s vodenom otopinom
NaOH te se ekstrahira etil-acetatom. Dobiveno je 0,828 g (90,1%) svijetlozelenog produkta.
T.t. 198-201 °C.

'HNMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 11,93 (s, 2H, NHamid, NHbenzimidazot), 7,48 (S, 2H, Harom.),
7,10 (d, 1H, J = 8,40 Hz, Harom.), 6,64 (S, 1H, Harom.), 6,46 (d, 1H, J = 8,40 Hz, Harom.), 4,85 (s,
2H, NH2), 3,86 (s, 6H, OCHBa), 3,73 (s, 3H, OCHa); 1¥C NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm):
152,93 (2C), 149,34, 144,89 (2C), 140,78, 131,25, 113,79, 110,72, 106,09 (2C), 97,32, 60,55,
56,38 (2C).

Poku$aj priprave 3,4,5-trihidroksi-N-[5(6)-aminobenzimidazol-2-il]benzamida 45

0,262 g (0,77 mmol) metoksi supstituiranog amida 44 otopi se u 50 ml apsolutnog diklormetana.
Reakcijska smjesa ohladi se na -78 °C. U reakcijsku smjesu upuhuje se argon te se nakon 15
minuta doda 6,9 ml (6,89 mmol) BBrs. Nakon toga se reakcijska smjesa mijeSa na sobnoj
temperaturi 24 sata. Reakcija se prekida dodatkom metanola i vode. VVodeni sloj se profiltrira.

Ovom metodom nije uspjesno izoliran produkt.

Priprava 3,4,5-trimetoksi-N-[5(6)-aminobenzimidazol-2-il]benzamid-hidroklorida 46
Amino supstituiranom benzamidu 0,080 g (0,23 mmol) 45 doda se 5 ml apsolutnog etanola
zasicenog HCl-om i reakcijska smjesa se mijeSa na sobnoj temperaturi 24 sata. Reakcijskoj
smjesi se zatim doda dietileter te se profiltrira. Dobiveni talog se ispere tri puta dietileterom i
ponovo profiltrira. Dobiveno je 0,080 g (90,9%) bez praskastog produkta. T.t. >250 °C.
IHNMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 9,51 (35, 4H, NHamia, NHs*CI), 7,79 (s, 1H, Harom ), 7,77
(d, 2H, J = 8,76 Hz, Harom.), 7,63 (s, 2H, Harom,), 7,37 (d, 1H, J = 8,55 Hz, Harom.), 3,93 (s, 6H,
OCH3), 3,78 (s, 3H, OCHB3); 13C NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm): 165,59, 153,62 (2C),
146,32, 142,24, 131,35, 130,01, 128,87, 126,70, 119,33, 115,28, 109,06, 106,84 (2C), 60,70,
56,82 (2C).
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4.7. Sinteza hidrokloridnih soli benzamida

R2 RZ
R R R R
3 1 ’ R5 3 1 y R5
N HCI N

R, @ R,

0 EtOH o)

Rg Re

47 R]_:OH, R2:R3:R4:R5:H; RGZNHZ 51 R]_:OH, R2:R3:R4:R5:H; R6:NH3+C|-
48 R;=OCHg; R;=R3=R4=Rs=H; Rg=NH, 52 Ry=0CHg; R;=R3=R,=Rs=H; Rg=NH;"CI
49 Ry=H; R;=R3=R,;=Rs=OCH3; Rs=NH, 53 R;=H; R,=R3=R,;=Rs=0OCH3; Rs=NH;*CI’

50 R1=R3=Rg=0CH3; Ry=R,=H; Rs=NH, 54 R,=R;=Rg=0CHs; R,=R,=H; Re=NH,*CI

Shema 24.

Op¢i postupak priprave hidrokloridnih soli benzamida
Odgovaraju¢em amino supstituiranom benzamidu doda se apsolutni etanol zasicen HCIl-om i
reakcijska smjesa se mijeSa na sobnoj temperaturi 24 sata. Reakcijskoj smjesi se zatim doda

dietileter te se profiltrira. Dobiveni talog se ispere tri puta dietileterom i ponovo profilirira.

Priprava 2-hidroksi-N-(4-aminofenil)benzamid-hidroklorida 51

0,060 g, (0,26 mmol) 47 u apsolutnom etanolu (5,0 ml) zasicenom HCIl-om mijeSa se na sobnoj
temperaturi 24 sata. Dobiveno 0,052 g (74,7%) smedeg praSkastog produkta. T.t. 258-260 °C.
1H NMR (300 MHz, DMSO) (3/ppm): 11,75 (s, 1H, OH), 10,53 (s, 1H, NHamid), 10,14 (s, 3H,
NHsz*Cl), 7,98 (d, 1H, J = 7,86 Hz, Harom.), 7,81 (d, 2H, J = 8,79 Hz, Harom.), 7,44 (t, 1H, J =
7,73 Hz, Harom.), 7,36 (d, 2H, J = 8,79 Hz, Harom.), 7,02 (d, 1H, J = 8,19 Hz, Harom.), 6,96 (t, 1H,
J = 7,54 Hz, Harom.); 13C NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm): 166,71, 158,82, 138,09, 134,06,
129,67, 128,34, 123,68 (2C), 122,11 (2C), 119,63, 117,99, 117,45.

Priprava 2-metoksi-N-(4-aminofenil)benzamid-hidroklorida 52

0,047 g, (0,19 mmol) 48 u apsolutnom etanolu (5,0 ml) zasi¢enom HCl-om mijesa se na sobnoj
temperaturi 24 sata. Dobiveno 0,041 g (75,8%) rozo-sivog praskastog produkta. T.t. 236-240
°C.

'HNMR (300 MHz, DMSO) (6/ppm): 10,27 (s, 1H, NHamid), 10,13 (8s, 3H, NH3*Cl), 7,83 (d,
2H, J = 8,79 Hz, Harom.), 7,62 (dd, 1H, J1 = 7,39, J2 = 1,64 Hz, Harom.), 7,51 (t, 1H, J = 7,87 Hz,
Harom.), 7,34 (d, 2H, J = 8,79 Hz, Harom.), 7,18 (d, 1H, J = 8,28 Hz, Harom.), 7,07 (t, 1H, J = 7,44
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Hz, Harom ), 3,89 (s, 3H, OCH3); 13C NMR (151 MHz, DMSO) (8/ppm): 164,69, 156,47, 138,26,
132,21, 129,62, 127,44, 124,54, 123,06, 120,71 (2C), 120,50 (2C), 112,03, 55,89.

Priprava 3,4,5-trimetoksi-N-(4-metoksi-2-aminofenil)benzamid-hidroklorida 53

0,040 g, (0,12 mmol) 49 u apsolutnom etanolu (5,0 ml) zasi¢enom HCIl-om mijeSa se na sobnoj
temperaturi 24 sata. Dobiveno 0,026 g (58,6%) bijelog praskastog produkta. T.t. 200-205 °C.
'H NMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 10,30 (s, 1H, NHamid), 8,69 (8s, 3H, NH3*Cl), 7,47 (s,
2H, Harom.), 7,43 (d, 1H, J = 8,85 Hz, Harom.), 6,99 (d, 1H, J = 2,43 Hz, Harom.), 6,87 (dd, 1H, &1
= 8,76, J2 = 2,34 Hz, Harom.), 3,88 (s, 6H, OCHBa), 3,78 (s, 3H, OCHz), 3,73 (s, 3H, OCH3); 13C
NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm): 165,56 (2C), 157,97 (2C), 153,03 (2C), 129,42 (2C), 128,98,
107,95, 106,16, 106,04 (2C), 60,72, 56,61 (2C), 55,82.

Priprava 2,4-dimetoksi-N-(4-metoksi-2-aminofenil)benzamid-hidroklorida 54

0,030 g, (0,09 mmol) 50 u apsolutnom etanolu (5,0 ml) zasi¢enom HCl-om mije$sa se na SObnoj
temperaturi 24 sata. Dobiveno 0,008 g (23,8%) bijelog praskastog produkta. T.t. 183-187 °C.
THNMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 14,20 (8s, 1H, NHamid)), 8,16 (d, 1H, J=9,39 Hz, Harom.),
7,71 (d, 1H, J = 8,94 Hz, Harom.), 7,24 (d, 1H, J = 2,19 Hz, Harom.), 7,15 (dd, 1H, J1 = 8,94, J> =
2,34 Hz, Harom.), 6,98 — 6,86 (m, 2H, Harom.), 4,09 (s, 3H, OCH3), 3,93 (s, 3H, OCH3), 3,88 (s,
3H, OCHa); 13C NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm): 165,22, 159,86, 158,20, 146,24, 132,82,
131,58, 126,12, 115,57, 115,10, 107,85, 104,21, 99,55, 96,66, 56,99, 56,50, 56,29.
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4.8. Sinteza metoksisupstituiranih benzimidazola- i benztiazola-
hidroklorida

R2 Rl R2 Rl
) 0]

Ry X NH, HCI(q) R, X NH,*CI
—>
HN— EtOH HN—

55 R;=0CHjs; R,=R3=R,=H; X=S 61 R;=0CHj; Ry,=R3=R,=H; X=S
56 R;=R3=OCHj3; R,=R,=H; X=S 62 R1=R3=0CHj3; Ry=R,=H; X=S
57 R;=H; R,=R3=R,=OCHjs; X=S 63 R;=H; R,=R3=R,=0CHg; X=S
58 R;=0OCHj3; R,=R3=R,=H; X=N 64 R1=0CHj3; Ry,=R3=R4=H; X=N
59 R;=R,=0CHj3; R;=R,=H; X=N 65 R;=R3=0CHs; R3=R,=H; X=N
60 R;=0OH; R3=0OCHs;; R,=R,=H; X=N 66 R1=0OH; R3=0CHj3; R,=R,=H; X=N

Shema 25.

Opéi postupak priprave hidrokloriranih soli benzamida
Odgovaraju¢em amino supstituiranom benzamidu doda se apsolutni etanol zasicen HCl-om i
reakcijska smjesa se mijeSa na sobnoj temperaturi 24 sata. Reakcijskoj smjesi se zatim doda

dietileter te se profiltrira. Dobiveni talog se ispere tri puta dietileterom i ponovo profiltrira.

Priprava 2-metoksi-N-(6-aminobenzotiazol-2-il)benzamid hidroklorida 61

0,045 g, (0,15 mmol) 55 u apsolutnom etanolu (5,0 ml) zasicenom sa HCl-om mijeSa se na
sobnoj temperaturi 24 sata. Dobiveno je 0,047 g (93,1%) bez praskastog produkta. T.t. = 259-
263 °C.

IH NMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 12,16 (s, 1H, NHamid), 10,53 (3s, 3H, NHs*CI), 8,09 (s,
1H, Harom.), 7,87 (d, 1H, J = 8,61 Hz, Harom.), 7,77 (d, 1H, J = 6,84 Hz, Harom.), 7,61 (t, 1H, J =
7,50 Hz, Harom.), 7,50 (d, 1H, J = 8,37 Hz, Harom.), 7,25 (d, 1H, J = 8,37 Hz, Harom.), 7,13 (t, 1H,
J=7,38 Hz, Harom.), 3,96 (s, 3H, OCHz); 13C NMR (75 MHz, DMSO) (8/ppm): 165,55, 159,44,
157,72, 148,40, 134,57, 133,01, 130,87, 127,76, 121,95 (2C), 121,35, 121,31, 116,94, 112,81,
56,63.

Priprava 2,4-dimetoksi-N-(6-aminobenzotiazol-2-il)benzamid hidroklorida 62

0,046 g, (0,14 mmol) 56 u apsolutnom etanolu (5,0 ml) zasicenom HCl-om mijeSa se na sobnoj
temperaturi 24 sata. Dobiveno je 0,048 g (93,9%) bez praskastog produkta. T.t. = 263-267 °C.
'HNMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 11,68 (s, 1H, NHamid), 10,50 (3s, 3H, NH3*Cl), 8,08 (d,
1H, J = 1,88 Hz, Harom.), 7,87 (dd, 2H, J1 = 8,59, J2 = 3,45 Hz, Harom.), 7,48 (dd, 1H, J1 = 8,58
Hz, J2 = 2,00 Hz, Harom.), 6,80 — 6,67 (M, 2H, Harom.), 4,02 (s, 3H, OCH3), 3,88 (s, 3H, OCHj3);
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1I3CNMR (150 MHz, DMSO) (8/ppm): 164,41, 163,82, 159,34, 158,96, 148,04, 132,69, 132,57,
127,18, 121,62, 121,17, 116,70, 112,59, 106,50, 98,74, 56,51, 55,76.

Priprava 3,4,5-trimetoksi-N-(6-aminobenzotiazol-2-il)benzamid-hidroklorida 63

0,050 g, (0,15 mmol) 57 u apsolutnom etanolu (5,0 ml) zasicenom sa HCl-om mijeSa se na
sobnoj temperaturi 24 sata. Dobiveno je 0,048 g (87,1%) smedeg praskastog produkta. T.t. 249-
253 °C.

'HNMR (300 MHz, DMSO) (&/ppm): 13,05 (s, 1H, NHamid), 10,58 (8s, 3H, NH3*CI), 8,10 (s,
1H, Harom.), 7,87 (d, 1H, J = 8,25 Hz, Harom.), 7,54 (S, 1H, Harom.), 7,50 (d, J = 8,20 Hz, 1H,
Harom.), 3,89 (s, 6H, OCHB3), 3,76 (s, 3H, OCHg).

Priprava 2-metoksi-N-[5(6)-aminobenzimidazol-2-il]jbenzamid-hidroklorida 64

0,025 g, (0,08 mmol) 58 u apsolutnom etanolu (5,0 ml) zasicenom sa HCl-om mijeSa se na
sobnoj temperaturi 24 sata. Dobiveno 0,024 g (85,0%) sivo-rozog praskasto produkta. T.t. 148-
152 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 12,03 (s, 2H, NHoenzimidazol, NHamid), 9,82 (3s, 3H,
NH3*Cl), 7,92 (dd, 1H, J1=7,72, J2 = 1,69 Hz, Harom.), 7,75—7,62 (m, 3H, Harom.), 7,31 (d, 2H,
J = 8,16 Hz, Harom ), 7,18 (t, 1H, J = 7,57 Hz, Harom.), 4,05 (s, 3H, OCH3); 13C NMR (75 MHz,
DMSO) (6/ppm): 164,95, 157,88, 145,74, 135,17, 133,17, 131,19, 131,06, 129,65, 121,50,
120,81, 118,01, 115,11, 113,02, 107,73, 56,80.

Priprava 2,4-dimetoksi-N-[5(6)-aminobenzimidazol-2-il]benzamid-hidroklorida 65
0,040 g, (0,15 mmol) 59 u apsolutnom etanolu (5,0 ml) zasicenom sa HCl-om mijeSa se na
sobnoj temperaturi 24 sata. Dobiveno 0,022 g (48,4%) rozog praskastog produkta. T.t. >250
°C.

'HNMR (300 MHz, DMSO) (8/ppm): 9,62 (3s, 3H, NH3*Cl), 7,75 (d, 1H, J = 8,37 Hz, Harom),
7,73 (d, 1H, J = 1,92 Hz, Harom.), 7,61 (s, 1H, Harom.), 7,54 (d, 1H, J = 7,88 Hz, Harom.),7,31 (dd,
1H, J1 = 8,61 Hz, J2 = 1,77 Hz, Harom.), 7,02 (d, 1H, J = 7,88 Hz, Harom.), 3,92 (s, 3H, OCHs),
3,78 (s, 3H, OCHz3); 13C NMR (150 MHz, DMSO) (8/ppm): 165,84, 153,28, 146,77, 142,26,
132,18, 130,93, 128,58, 127,01, 122,14, 118,83, 115,15, 108,85, 106,84 (2C), 60,69, 58,65.
Priprava 2-hidroksi-4-metoksi-N-[5(6)-aminobenzimidazol-2-ilJbenzamid hidroklorida
66

0,080 g, (0,27 mmol) 60 u apsolutnom etanolu (5,0 ml) zasicenom sa HCl-om mijeSa se na
sobnoj temperaturi 24 sata. Dobiveno je 0,053 g (59,0%) maslinastozelenog praskastog
produkta. T.t. 283-288 °C.
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IH NMR (300 MHz, DMSO) (3/ppm): 10,64 (s, 4H, OH, NHz*Cl), 7,98 (d, 1H, J = 9,12 Hz,
Harom.), 7,67 (d, 1H, J = 8,34 Hz, Harom.), 7,66 (d, 1H, J = 2,04 Hz, Harom), 7,34 (dd, 1H, J1 =
8,59, J2 = 1,87 Hz, Harom), 6,11-6,58 (5, 2H, Harom.), 3,81 (s, 3H, OCH3); 13C NMR (75 MHz,
DMSO) (3/ppm): 164,17, 161,37, 159,20, 133,33, 131,79, 127,20, 118,02, 113,74, 106,36,
100,99, 99,60, 56,49, 55,46.
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U ovom radu priredeni su sljede¢i spojevi: p-cijano-N-(4-metoksi-2-nitrofenil)benzamid
5, p-cijano-N-(4-nitrofenil)benzamid 6, p-cijano-N-(4-metoksi-2-aminofenil)benzamid 7,
p-cijano-N-(4-aminofenil)benzamid 8, p-cijano-N-(4-metoksi-2-aminofenil)benzamid-
hidroklorid 9, p-cijano-N-(4-aminofenil)benzamid-hidroklorid 10, 2,4-dimetoksi-N-(4-
nitrofenil)benzamid 17, 3,4,5-trimetoksi-N-(4-nitrofenil)benzamid 18, 2,4-dimetoksi-N-
(4-aminofenil)benzamid 19, 3,4,5-trimetoksi-N-(4-aminofenil)benzamid 20, 2-hidroksi-4-
metoksi-N-(4aminofenil)benzamid 21, 3,4,5-trihidroksi-N-(4aminofenil)benzamid 22, 2,4-
dimetoksi-N- (4-aminofenil)benzamid-hidroklorid 23, 3,4,5-trimetoksi-N-(4-
aminofenil)benzamid-hidroklorid 24, 2-hidroksi-4-metoksi-N-(4aminofenil)benzamid-
hidroklorid 25, 3,4,5-trihidroksi-N-(4aminofenil)benzamid-hidroklorid 26, 5(6)-nitro-2-
(2,4-dihidroksifenil)benzimidazol 30, 5(6)-cijano-2-(2-metoksifenil)benzimidazol 36,
5(6)-cijano-2-(2,4-dimetoksifenil)benzimidazol 37, 5(6)-cijano-2-(2,3,4-
trimetoksioksifenil)benzimidazol 38, 5(6)-cijano-2-(2,3,4-trinidroksifenil)benzimidazol
40, 3,4,5-trimetoksi-N-[5(6)-nitrobenzimidazol-2-illbenzamid 43, 3,4,5-trimetoksi-N-
[5(6)-aminobenzimidazol-2-illbenzamid 44, 3,4,5-trimetoksi-N-[5(6)-amino-
benzimidazol-2-iljbenzamid- hidroklorid 46,  2-hidroksi-N-(4-aminofenil)benzamid-
hidroklorid 51, 2-metoksi-N-(4-aminofenil)benzamid- hidroklorid 52, 3,4,5-trimetoksi- N-
(4-metoksi-2-aminofenil)benzamid-hidroklorid 53, 2,4-dimetoksi-N-(4-metoksi-2-amino-
fenil)benzamid-hidroklorid 54, 2-metoksi-N-(6-aminobenzotiazol-2-il)benzamid
hidroklorid 61, 2,4-dimetoksi-N-(6-aminobenzotiazol-2-il)benzamid hidroklorid 62, 3,4,5-
trimetoksi-N-(6-aminobenzotiazol-2-il)benzamid-hidroklorid 63, 2-metoksi-N-[5(6)-
aminobenzimidazol-2-ilJbenzamid- hidroklorid 64, 2,4-dimetoksi-N-[5(6)-amino-
benzimidazol-2-ilJobenzamid- hidrok lorid 65, 2-hidroksi-4-metoksi-N-[5(6)-amino-
benzimidazol-2-il]benzamid hidroklorid 66.

Amidi 5, 6, 17, 18 priredeni su kondenzacijom aromatskin amina 3, 4i 16 s odgovaraju¢im
benzoil-kloridima 2, 14, 15.

Spoj 30 dobiven je direktnom kondenzacijom benzojeve Kiseline 27 i 4-nitro-1,2-
fenilendimina 29.

Spojevi 36, 37 i 38 dobiveni su iz odgovarajuteg metoksi supstituiranog aldehida 32, 33,
34 i 4-cijano-1,2-fenilendimina 35.

Reakcijom redukcije sa SnCkx2H20 priredeni su amino supstituirani derivati fenola 7, 8,
19, 20 i benzimidazola 44.

Uklanjanjem metoksi zastitnih skupina s BBrs priredeni su hidroksi derivati 21, 22, 40.
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Protoniranjem amino skupina metoksi 1 hidroksi supstituiranih derivata priredene su
hidrokloridne soli 9, 10, 23, 24, 25, 26, 46, 51, 52, 53, 54, 61, 62, 63, 64, 65 i 66.

Svim novopriredenim spojevima struktura je potvrdena koristenjem H i 3C NMR i
UV/Vis spektroskopije.

Spektroskopska karakterizacija provedena je koriStenjem UV/Vis spektroskopije mati¢nih
otopina ciljanih derivata 5, 6, 7, 8, 17, 18, 19, 20, 21 i 22 u metanolu.

Iz dobivenih rezultata moze se uoCiti znacajan utjecaj cijano skupine kod spoja 6 koja
uzrokuje najizrazeniji batokromni pomak.

Kako bi se ispitala mogucnost primjene spojeva 7, 8, 19, 20, 21 i 22 kao optickih pH
senzora, ispitana je promjena njinovih spektroskopskih svojstava ovisno o vrijednosti pH
otopine koristenjem UV/Vis spektroskopije.

Iz dobivenih rezultata pH titracja moze se zakljuCiti da se znaCajno mijenjaju
spektroskopske karakteristike ispitivanin spojeva u ovisnosti 0 pH vrijednostima otopina
te ovi spojevi pokazuju moguénost primjene kao pH senzori.

Spojevima 9, 10, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 43, 44, 46, 51, 52,53, 61, 62, 63, 64, 65 i 66 ispitana
je 1antioksidativna aktivnost koriStenjem DPPH i FRAP metode.

Iz dobivenih rezultata ispitivanja antioksidativne aktivnosti spojevi 62 i 63 pokazali su
najizcazeniju aktivnost primjenom DPPH metode, dok su spojevi 22 i 26 pokazali
najizrazeniju antioksidativnu aktivnost primjenom FRAP metode.

Najboljim antiksidansima pokazali su se spojevi supstituirani amino skupinom te amino

protoniranom skupinom.
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Petra Roskaric I I I B B | B  Nakon zavrSenog
srednjoskolskog obrazovanja u Prvoj gimnaziji u Varazdinu, 2011. godine upisuje
preddiplomski studij Primjenjene kemije na Fakultet kemijskog inzenjerstva i tehnologije u
Zagrebu. Zavr$ni rad iz podru¢ja organske kemije Sinteza i spektroskopska karakterizacija
novih hidroksi derivata amidino supstituiranog benzimidazola pod vodstvom mentorice izv.
prof. dr. sc. Marijane Hranjec obranila je 2015. godine 1 postala sveuCilisna prvostupnica
primijenjene kemije. Diplomski studij Primijenjene organske kemije upisuje 2015. godine.
2016. godine dobitnica je Dekanove nagrade za zapaZeni znanstveni rad Sinteza,
spektroskopska karakterizacija i antioksidativna aktivnost novih hidroksi supstituiranih
heteroaromatskih derivata kao potencijalnih senzora za detekciju pH i/ili metalnih kationa u
otopinama izraden na Zavodu za organsku kemiju Fakulteta kemijskog inzenjerstva i
tehnologije pod mentorstvom izv. prof. dr. sc. Marijane Hranjec. Sudjelovala je na XI. Susretu
mladih kemijskih inzenjera 2016. godine s posterskim priopéenjem Novi hidroksi derivati
amidino supstituiranih benzimidazola i benzamida kao potencijalni antioksidansi; na 3.
Simpoziju studenata kemiCara 2016. godine s usmenim izlaganjem Sinteza, spektroskopska
karakterizacija i antioksidativna aktivnost novih hidroksi supstituiranih heteroaromatskih
derivata kao potencijalnih senzora za detekciju pH i/ili metalnih kationa u otopina; na 25.
hrvatskom skupu kemi¢ara i kemiskih nZenjera u Porecu s posterskim priopéenjem
Antioksidativna aktivnost heteroaromatskih benamida kao senzora za metalne ione i pH te na
10t Joint Meeting on Medicinal Chemistry u Dubrovniku s posterskim priopéenjem Synthesis,
antitumor and antioxidative activity of nitro and amino substituted benzimidazole and
benzothiazole 2-carboxamides. 2017. godine prihvacen je rad za objavljivanje u znanstvenom
casopisu Croatica chemica acta pod naslovom Synthesis and antioxidative potency of novel
amidino substituted benzimidazole and benzothiazole derivatives.

Tijekom diplomskog studija boravila je Cetiri mjeseca na strucnoj praksi u Toulouse-u,
Francuska, U istrazivaCkom laboratorjju za Agro-industriju u sklopu Instituta National
Polytechnique de Toulouse — Ecole Nationale Supérieure des Ingénieurs en Arts Chimiques Et
Technologiques (INP-ENSIACET) gdje je sudjelovala na 8" International Student Seminar s
usmenim izlaganjem Comparison of the chemical composition of lavender/lavandin essential

oils from different countries.
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Prilog 1

a) 'H NMR spektar p-cijano-N-(4-metoksi-2-nitrofenil)benzamida 5
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Prilog 2

a) 'H NMR spektar p-cijano-N-(4-nitrofenil)benzamida 6
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Prilog 3

a) 'H NMR spektar p-cijano-N-(4-metoksi-2-aminofenil)benzamida 7
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Prilog 4

a) 'H NMR spektar p-cijano-N-(4-aminofenil)benzamida 8
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Prilog 5
a) 'H NMR spektar p-cijano-N-(4-metoksi-2-aminofenil)benzamid- hidroklorida 9
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Prilog 6

a) 'H NMR spektar p-cijano-N-(4-aminofenil)benzamid-hidroklorida 10
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Prilog 7

a) 'H NMR spektar 2,4-dimetoksi-N-(4-nitrofenil)benzamida 17
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b) 13C NMR spektar 2,4-dimetoksi-N-(4-nitrofenil)benzamida 17
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Prilog 8

a) 'H NMR spektar 3,4,5-trimetoksi-N-(4-nitrofenil)benzamida 18
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Prilog 9
a) 'H NMR spektar 2,4-dimetoksi-N-(4-aminofenil)benzamida 19
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Prilog 10

a) 'H NMR spektar 3,4,5-trimetoksi-N-(4-aminofenil)benzamida 20
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Prilog 11

a) 'H NMR spektar 2-hidroksi-4-metoksi-N-(4aminofenil)benzamida 21

12.2656

10.3607
—~8.0162
™-7.9865
—7.8155
—~7.7765
—~7.3641
™-7.3406

3.8043

"
8

il
3

-

e / / /I

HyCO OH
H
N
L
NH,

R 1 O Y

I
I S _
b z T T T'T T
& P g % N &2 A
g g g & g 8% g
SRS R S SML SN SN S* = S S SO - E——
124 122 120 11.80.6 10.4 10.2 10.0 9.8 9.6 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.0 4.0 3.8 3.6 3.4
1 (ppm)

b) 13C NMR spektar 2-hidroksi-4-metoksi-N-(4aminofenil)benzamida 21

— 167.6726
— 164.3586
— 161.9884

138.0944
— 130.7468
— 128.1341
— 109.4328
— 106.8735

101.7798

55.9410

170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55
f1 (ppm)



8. Prilozi

Prilog 12

a) 'H NMR spektar 3,4,5-trinidroksi-N-(4aminofenil)benzamida 22
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b) 13C NMR spektar 3,4,5-trihidroksi-N-(4aminofenil)benzamida 22
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Prilog 13

a) 'H NMR spektar 2,4-dimetoksi-N-(4-aminofenil)benzamid-hidroklorida 23
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Prilog 14

a) 'H NMR spektar 3,4,5-trimetoksi-N-(4-aminofenil)benzamid-hidroklorida 24
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Prilog 15

a) 'H NMR spektar 2-hidroksi-4-metoksi-N-(4aminofenil)benzamid- hidroklorida 25
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b) 13C NMR spektar 2-hidroksi-4-metoksi-N-(4aminofenil)benzamid-hidroklorida 25
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Prilog 16

a) 'H NMR spektar 3,4,5-trinidroksi-N-(4aminofenil)benzamid- hidroklorida 26
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Prilog 17

a) 'H NMR spektar 5(6)-nitro-2-(2,4-dihidroksifenil)benzimidazola 30
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Prilog 18
a) 'H NMR spektar 5(6)-cijano-2-(2-metoksifenil)benzimidazola 36
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b) 13C NMR spektar 5(6)-cijano-2-(2-metoksifenil)benzimidazola 36
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Prilog 19

a) 'H NMR spektar 5(6)-cijano-2-(2,4-dimetoksifenil)benzimidazola 37
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Prilog 20

a) 'H NMR spektar 5(6)-cijano-2-(2,3,4-trimetoksioksifenil)benzimidazola 38
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Prilog 21

a) 'H NMR spektar 5(6)-cijano-2-(2,3,4-trihidroksifenil)benzimidazola 40
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Prilog 22

a) 'H NMR spektar 3,4,5-trimetoksi-N-[5(6)-nitrobenzimidazol-2-illbenzamida 43
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Prilog 23
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a) 'H NMR spektar 3,4,5-trimetoksi-N-[5(6)-aminobenzimidazol-2-illbenzamida 44
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Prilog 24
a) 'H NMR spektar 3,4,5-trimetoksi-N-[5(6)-aminobenzimidazol-2-ilJoenzamid-hidroklorida
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Prilog 25

a) 'H NMR spektar 2-hidroksi-N-(4-aminofenil)benzamid- hidroklorida 51
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Prilog 26

a) 'H NMR spektar 2-metoksi-N-(4-aminofenil)benzamid-hidroklorida 52
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8. Prilozi

a) 'H NMR spektar 3,4,5-trimetoksi-N-(4-metoksi-2-aminofenil)benzamid- hidroklorida 53
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Prilog 28

a) 'H NMR spektar 2,4-dimetoksi-N-(4-metoksi-2-aminofenil)benzamid- hidroklorida 54
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a) 'H NMR spektar 2-metoksi-N-(6-aminobenzotiazol-2-il)benzamid hidroklorida 61
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b) 13C NMR spektar 2-metoksi-N-(6-aminobenzotiazol-2-il)benzamid hidroklorida 61
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Prilog 30

a) 'H NMR spektar 2,4-dimetoksi-N-(6-aminobenzotiazol-2-il)benzamid hidroklorida 62
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b) 13C NMR spektar 2,4-dimetoksi-N-(6-aminobenzotiazol-2-il)benzamid hidroklorida 62
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Prilog 31

a) 'H NMR spektar 3,4,5-trimetoksi-N-(6-aminobenzotiazol-2-il)benzamid-hidroklorida 63
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Prilog 32

a) 'H NMR spektar 2-metoksi-N-[5(6)-aminobenzimidazol-2-illbenzamid-hidroklorida 64
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b) 13C NMR spektar 2-metoksi-N-[5(6)-aminobenzimidazol-2-illoenzamid- hidroklorida 64
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b) 13C NMR spektar 2,4-dimetoksi-N-[5(6)-aminobenzimidazol-2-illbenzamid-hidroklorida 65
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a) 'H NMR spektar 2-hidroksi-4-metoksi-N-[5(6)-aminobenzimidazol-2-ilJoenzamid
hidroklorida 66
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b) 13C NMR
hidroklorida 66

spektar

8. Prilozi

2-hidroksi-4-metoksi-N-[5(6)-aminobenzimidazol-2-ilJbenzamid
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POPIS SIMBOLA | KRATICE



UV/Vis — ultraljubicasta spektroskopija
NMR — nuklearna magnetska rezonancija
DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
ABS - apsorbancija

DNK — deoksiribonukleinska Kiselina
RNK — ribonukleinska kiselina

LPO — lipidna peroksidacija

ROS — reaktivne kisikove Cestice

NO-s — dusicni oksid

NO2* — dusicni dioksid

Oz« — superoksidni anion

O3 —o0zon

OH-« — hidroksilni radikal

ONOO-" — peroksinitrit

Popis simbola i kratice





