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Сажетак: Карбохидразони и њихови тио-аналози представљају једињења добијена кондензацијом карбохидразида, односно тиокарбохидразида са карбонилним једињењима. Захваљујући њиховој структури, релативно једноставној синтези и великој реактивности, поменути деривати имају широк спектар примене у свим сферама. У оквиру овог рада, за четири новосинтетисана моно(тио)карбохидразона, одређене су киселинске константе применом потенциметријске методе. Такође, методом линеарне корелације енергија солватације и применом Catalan-овог модела испитан је утицај специфичних и неспецифичних међумолекулских интеракција на померања у UV-Vis апсорпционим спектрима. У циљу испитивавања потенцијалне биолошке активности 2-пиридин-(тио)карбохидразона, применом DPPH теста, одређен је њихов антиоксидативни потенцијал и закључено је да су деривати тиокарбохидразона значајно активнији у односу на карбохидразоне.
Abstract: Carbohydrazones and their thio analogs represent compounds obtained by condensation of carbohydrazide and thiocarbohydrazide with carbonyl compounds. Due to their structure, relatively simple synthesis, and high reactivity, mentioned derivatives have a wide range of applications in all fields. In this study, ionization constants of four newly synthesized mono(thio)carbohydrazones were determined by applying the potentiometric method. Also, the influence of specific and nonspecific intermolecular interactions on maxima shifting in UV-Vis absorption spectra was investigated and quantified using the linear solvation energy relationships method and Catalan’s model. Finally, by applying the DPPH assay, the antioxidant potential of the newly synthesized compounds was determined, and thiocarbohydrazone derivatives proved to be significantly more active when compared to carbohydrazones.
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Keywords: carbohydrazones, thiocarbohydrazones, LSER, ionization constants, biological activity, DPPH
1. УВОД 


Хидразони представљају мале органске молекуле заједничке формуле R1–NH–N=CH–R2, где су R1 и R2 различите функционалне групе од чијих структура зависе њихове особине, а самим тим и даља потенцијална примена једињења [1]. Најчешћи и најједоставнији начин њиховог добијања јесте кондензацијом одговарајућих хидразида и карбонилних једињења – алдехида или кетона [2,3]. Азометинска група хидразона (>C=N–) има веома важну улогу када је у питању синтеза потенцијално биолошки активних једињења. Са друге стране, већина до сада клинички одобрених лекова припада хетероцикличним молекулима на бази азота [4]. У многим студијама, научници су, комбинацијом две поменуте класе једињења, успевали да добију једињења која су се показала као одлични антиоксидативни [5,6], антимикробни [7,8] и антиканцерни агенси [9]. Хидразони испитани у овом раду синтетисани су у реакцији кондензације карбо- и тиокарбохидразида 2-пиридин-карбаладехидима. За два карбохидразона и њима аналогна два тиокарбохидразона, методом линеарне корелације енергија солватације, испитан је утицај специфичних и неспецифичних међумолекулских интеракција на померања апсорпционих максимума у снимљеним UV–Vis спектрима. Такође, за сва четири једињења су одређене вредности њихових киселинских константи применом потенциометријске методе. У циљу ипитивања потенцијалне биолошке активности (тио)карбохидразона примењен је такозвани DPPH тест, којим су одређене вредности антиоксидативног потенцијала новосинтетисаних деривата. 
2. ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ ДЕО

2.1. UV–Vis спектрофотометрија

UV–Vis апсорпциони спектри деривата хидразона су снимљени спектрофотометром Shimadzu UV-1800 у деветнаест растварача различитих својстава: дејонизована вода (вода), метанол, етанол, n-пропанол, n-бутанол, n-пентанол, i-пропанол, i-бутанол, t-бутанол, сирћетна киселина, ацетонитрил (ACN), диметил-сулфоксид (DMSO), N, N-диметил-формамид (DMF), дихлор-метан (DCM), хлороформ, етил-ацетат (EtAc), тетрахидрофуран (THF), 1,4-диоксан и диетил-етар. Спектри су снимљени у опсегу таласних дужина 200–400 nm, a концентрација испитиваних раствора је била 4·10-5 moldm-3. На Слици 1. је приказана структура испитиваних једињења (тио)карбохидразона.
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Слика 1. Структура испитиваних једињења (1. X=O, R=Br; 2. X=O, R=CH3; 3. X=S, R=Br; 
4. X=O, R=CH3)
2.2. Одређивање киселинских константи

Киселинске константе четири деривата (тио)карбохидразона су експериментално одређене применом потенциометријске методе, помоћу аутоматског титратора CRISON PH–Burette 24 2S 3.0, са комбинованом микроелектродом CRISON 50 29 по већ описаном поступку [3]. Радни раствори су припремљени у смеши метанола и воде (1:1, V:V) у опсегу концентрација (4,37–5,63)·10-4 mol·dm-3. За свако једињење извршене су четири титрације у опсегу pH вредности 2,50–12,20, а крајњи резултат је приказан као средња вредност свих мерења. Калибрација система је извршена Grann-овом методом, помоћу софтверског пакета GLEE (GLass Electrode Evaluation) [10]. Експериментално добијени подаци су даље обрађени у програму HYPERQUAD 2008 [11].

2.3. Одређивање антиоксидативног потенцијала (DPPH тест)
Основни раствори четири једињења припремљени су растварањем у апсолутном диметил-сулфоксиду у концентрацијама од 5 mg·cm-3. Антиоксидативни потенцијал је одређен применом DPPH теста, по већ описаној методи [12]. Раствори за снимање су припремљени у микротитар плочи са 96 бунарчића, по упутству приказаном у Табели 1. За сваку испитивану супстанцу одмерене су три радне пробе, две корекције и слепа проба. Резултати антиоксидативне активности (тио)карбо-хидразона изражени су као број Trolox еквивалената (TEAC – Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) по граму сувог остатка испитиване супстанце (TEAC g-1·dw).
Табела 1. Припрема раствора за снимање
	Радна проба
	Корекција
	Слепа проба

	0,06 cm3 радног раствора DPPH
	0,01 cm3 узорка
	0,06 cm3 радног раствора DPPH

	0,01 cm3 узорка
	0,24 cm3 метанола
	0,01 cm3 DMSO

	0,18 cm3 метанола
	
	0,18 cm3 метанола


3. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА

Утицај специфичних и неспецифичних међумолекулских интеракција на померања у UV–Vis апсорпционим спектрима испитан је методом линеарне корелације енергија солватације (LSER), применом Catalan-овог солватохромног модела [13,14], по следећој једначини:
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где су: νmax – апсорпциона фреквенција у испитиваном растварачу, ν0 – апсорпциона фреквенција у стандардном растварачу или у гасној фази, SA – киселост растварача, SB – базност растварача, 
SP – поларизабилност, SdP – диполарност растварача, док су a, b, c и d – регресиони коефицијенти који описују променљивост својстава компоненте. 

У апсорпционим спектрима испитиваних једињења јављају се један или два апсорпциона максимума. Код деривата карбохидразона анализирани максимуми су регистровани у опсегу 
295–310 nm, док су за тиокарбохидразоне померени за 20–30 nm ка већим таласним дужинама, и налазе се у опсегу 320–335 nm. Израчунате вредности апсорпционих фреквенција на максимуму апсорбанције (таласни бројеви) су приказани у Табели 2 и 3. 
Табела 2. Таласни бројеви испитиваних једињења, νmax·10-3 (cm-1), у протичним растварачима
	Једињење/

растварач
	Вода
	Метанол
	Етанол
	n-пропанол
	n-бутанол
	n-пентанол
	i-бутанол
	i-пропанол
	t-бутанол
	Сирћетна киселина

	1
	32,82
	32,71
	32,66
	32,62
	32,59
	32,55
	32,54
	32,53
	32,43
	32,61

	2
	33,61
	33,23
	33,14
	33,20
	33,02
	32,99
	33,10
	33,01
	32,95
	33,12

	3
	30,77
	30,22
	30,06
	30,06
	30,10
	30,03
	30,01
	30,06
	29,83
	30,11

	4
	31,10
	30,65
	30,53
	30,48
	30,45
	30,34
	30,41
	30,55
	30,20
	30,60


Табела 3. Таласни бројеви испитиваних једињења, νmax·10-3 (cm-1), у апротичним растварачима
	Једињење/

растварач
	ACN
	DMSO
	DMF
	DCM
	Хлороформ
	EtAc
	THF
	1,4-диоксан
	Диетил-етар

	1
	32,49
	32,38
	32,35
	32,30
	32,31
	32,33
	32,28
	32,26
	32,22

	2
	33,00
	32,97
	32,92
	32,86
	32,81
	32,70
	32,71
	32,78
	32,62

	3
	30,01
	29,96
	29,95
	29,86
	29,81
	29,74
	29,73
	29,69
	29,60

	4
	30,26
	30,35
	30,31
	30,30
	30,24
	30,22
	30,20
	30,07
	30,00


Корелацијама апсорпционих фреквенција испитиваних једињења (Табеле 2. и 3.) са параметрима Catalan-овог солватохромног модела (Табела 4.) по једначини 1 добијају се солватохромне једначине, а вредности њихових регресионих коефицијената, као и статистички параметри, приказани су у Табели 5.

Табела 4. Параметри Catalan-овог солватохромног модела [13,14]
	Растварач
	SA
	SB
	SP
	SdP

	Вода
	1,062
	0,025
	0,681
	0,997

	Метанол
	0,605
	0,545
	0,608
	0,904

	Етанол
	0,400
	0,658
	0,633
	0,783

	n-пропанол
	0,367
	0,782
	0,658
	0,748

	n-бутанол
	0,341
	0,809
	0,674
	0,655

	n-пентанол
	0,319
	0,860
	0,687
	0,587

	i-бутанол
	0,311
	0,828
	0,657
	0,684

	i-пропанол
	0,283
	0,830
	0,633
	0,808

	t-бутанол
	0,145
	0,928
	0,632
	0,732

	Сирћетна киселина
	0,689
	0,390
	0,651
	0,676

	AСN
	0,044
	0,286
	0,645
	0,974

	DMSO
	0,072
	0,647
	0,830
	1,000

	DMF
	0,031
	0,613
	0,759
	0,977

	DCM
	0,040
	0,178
	0,761
	0,769

	Хлороформ
	0,047
	0,071
	0,783
	0,614

	EtAc
	0,000
	0,542
	0,656
	0,603

	THF
	0,000
	0,591
	0,714
	0,634

	1,4-диоксан
	0,000
	0,444
	0,737
	0,312

	Диетил-етар
	0,000
	0,562
	0,617
	0,385


Табела 5. Резултати Catalan-овог модела за сва испитивана једињења

	Једињење
	ν0·10-3, cm-1
	a·10-3, cm-1
	b·10-3, cm-1
	c·10-3, cm-1
	d·10-3, cm-1
	r2
	sd
	F
	Растварачи искључени из корелација

	1
	32,398 

(± 0,194)
	0,469

(± 0,057)
	0,110

(± 0,055)
	 0,390

(± 0,261)
	0,223

(± 0,076)
	0,918
	0,056
	39
	/

	2
	32,111

(± 0,289)
	0,747

(± 0,090)
	0,137

(± 0,080)
	0,605

(± 0,404)
	0,259

(± 0,116)
	0,933
	0,069
	45
	AСN

	3
	29,327

(±0,193)
	0,777

(±0,061)
	/
	0,295

(±0,262)
	0,386

(±0,078)
	0,967
	0,055
	89
	t-бутанол; Сирћетна киселина

	4
	29,755

(±0,205)
	0,767

(±0,064)
	/
	0,313

(±0,275)
	0,324

(±0,082)
	0,957
	0,059
	72
	Сирћетна киселина


/ - грешка већа од добијеног резултата
Посматрајући вредности регресионих коефицијената из Табеле 5. може се закључити да су код карбохидразона неспецифичне интеракције доминантније у односу на специфичне (поређење вредности регресионих коефицијената c и d са a и b). Код тиокарбохидразона највећу вредност има регресиони коефицијент a, па је тако киселост својство растварача које има највећи утицај на померања у апсорпционим спектрима. За сва једињења базност растварача има најмањи утицај на спектралне промене. 
Киселинске константе (pKa) четири новосинтетисана једињења су прво теоријски израчунате применом програма ADMET [15], а потом одређене и експериментално, применом потенциометријских титрација. За сва испитивана једињења одређене су киселинске константе терминалне амино групе моно(тио)карбохидразона. Узимајући у обзир да су структуре испитиваних једињења међусобно аналогне и да је утицај функционалне групе на C8 атому (=O или =S) практично занемарљив, предикције су извршене само за деривате монокарбохидразона.  Као пример, предикције добијене помоћу ADMET програма за једињење 1 су приказане на Слици 2., док су у Табели 6. приказани резултати добијени и теоријским и експерименталним путем. 

Табела 6. Вредности теоријски израчунатих и експериментално одређених pKa
	Једињење
	Теоријски

израчунате pKa
	Експериментално

одређене pKa

	1
	3,24
	3,59 ± 0,05

	3
	
	3,44 ± 0,06

	2
	4,00
	4,07 ± 0,09

	4
	
	4,20 ± 0,11
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Слика 2. Предикције добијене у ADMET програму [15] за једињење 1
Као што се може уочити из Табеле 6. постоји добро слагање између теоријски израчунатих и експериментално одређених вредности pKa. Такође, јасно је уочљива разлика између вредности pKa једињења са различитим супституентима на бензеновом прстену, а која се може приписати њиховим различитим електронским ефектима. Атом брома је електронегативнији у односу на практично нереактивну метил групу, има негативан индуктивни ефекат и јаче утиче на слабљење N–H везе у терминалној амино групи. Из тог разлога једињења 1 и 3 имају ниже pKa вредности него једињења 2 и 4, те могу лакше отпустити протон.
Након физичко-хемијске карактеризације новосинтетисаних деривата 2-пиридин-(тио)карбо-хидразона, применом DPPH теста је испитана њихова антиоксидативна активност у циљу њихове даље потенцијалне примене. Добијене вредности антиоксидативног потенцијала приказане су у Табели 7. 
Табела 7. Вредности антиоксидативног потенцијала за сва испитивана једињења
	Једињење
	Вредности антиоксидативног

потенцијала (TEAC g-1·dw)

	1
	147,44±0,03

	2
	  98,19±0,13

	3
	163,85±0,20

	4
	154,92±0,06


Од четири испитана једињења најбољу антиоксидативну активност је показало једињење 3, дериват тиокарбохидразона са бромом као супституентом на бензеновом прстену. Посматрајући добијене вредности из Табеле 7. може се уочити да су тиокарбохидразони значајно активнији у односу на деривате карбохидразона, што је у сагласности са досадашњим испитивањима [9,16]. Једињења са сумпором су липофилнија од кисеоничних деривата, те могу лакше продирати кроз мембране и на тај начин испољити бољу активност [17].
4. ЗАКЉУЧАК

У овом раду је за четири новосинтетисана деривата (тио)карбохидразона испитан утицај специфичних и неспецифичних међумолекулских интеракција на померања апсорпционих максимума. Добијени резултати показали су да много већи утицај на спектралне промене карбохидразона имају специфичне интеракције у односу на неспецифичне, док је код деривата тиокарбохидразона киселост својство растварача које највише утиче на померања апсорпционих максимума. Код оба типа једињења најмањи ефекат има базност коришћених растварача. 
У наставку физичко-хемијске карактеризације, за све деривате су теоријски предвиђене и експериментално одређене вредности киселинских константи. На основу добијених резултата утврђено је да не постоје значајне разлике између pKa вредности међусобно аналогних деривата карбо- и тиокарбохидразона, док приметна разлика постоји између деривата истих серија који садрже различите супституенте на бензеновом прстену. Овако добијени резултати могу се приписати различитим електронским ефектима брома и метил групе. Атом брома је електронегативнији у односу на практично нереактивну метил групу, има негативан индуктивни ефекат и јаче утиче на слабљење N–H везе у терминалној амино групи. Из тог разлога једињења 1 и 3 имају ниже pKa вредности него једињења 2 и 4, те могу лакше отпустити протон. 
На крају студије, применом DPPH теста су одређене вредности антиоксидативног потенцијала за сва четири новосинтетисана деривата. Добијени резултати показују много већу активност деривата тиокарбохидразона у односу на карбохидразоне. Једно од могућих објашњења овако добијених резултата могла би да буде чињеница да су једињења са сумпором у свом саставу много липофилнија, лакше продиру кроз мембрану и на тај начин испољавају већу антиоксидативну активност.
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