Antibakterijsko djelovanje derivata pirazola

Marojevié¢, Ana

Master's thesis / Diplomski rad
2020

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj:
Josip Juraj Strossmayer University of Osijek, Faculty of Agrobiotechical Sciences Osijek /
Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Fakultet agrobiotehnickih znanosti Osijek

Permanent link / Trajna poveznica: https://urm.nsk.hr/urn:nbn:hr:151:584447

Rights / Prava: In copyright/Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-25

‘ e e e Repository / Repozitorij:

Fakultet | Repository of the Faculty of Agrobiotechnical
agrobiotehniékih Sciences Osijek - Repository of the Faculty of
znanosti Osij ek Agrobiotechnical Sciences Osijek

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:151:584447
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.fazos.hr
https://repozitorij.fazos.hr
https://repozitorij.fazos.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pfos:2347
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/pfos:2347
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pfos:2347

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA
FAKULTET AGROBIOTEHNICKIH ZNANOSTI OSILJEK

Ana Marojevié

Diplomski sveucilisni studij Ekoloska poljoprivreda

ANTIBAKTERIJSKO DJELOVANJE DERIVATA PIRAZOLA

Diplomski rad

Osijek, 2020.



SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA
FAKULTET AGROBIOTEHNICKIH ZNANOSTI OSILJEK

Ana Marojevic¢

Diplomski sveucilisni studij Ekoloska poljoprivreda

ANTIBAKTERIJSKO DJELOVANJE DERIVATA PIRAZOLA

Diplomski rad

Povjerenstvo za ocjenu i obranu diplomskog rada:

1. izv. prof. dr. sc. Vesna Rastija, predsjednik
2. izv. prof. dr. sc. Gabriella Kanizai Sari¢, mentor

3. doc. dr. sc. Dejan Agi¢, ¢lan

Osijek, 2020.



SADRZAJ

Lo UVOD . bbbttt
2. PREGLED LITERATURE ..ottt
2.1.  Rizosfera i Korisni MiKroorganizmi.........ccooeereiieiienieie e
2.2 Sredstva za zaStitu DilJa .......coooiiiiiiii
2.2.1 Procjena rizika sredstava za zaStitu bilja.........ccccooiiiiiiiiiii
2.2.2 Pesticidi i rezidue PESHICIAA .........coueierieieieiesie e
2.2.3 BIOLOSKI PIEPATALT ...ttt
2.3 KUMIBITNT ¢ttt bbbttt ettt b e bbbttt e s
2.3.1 Pirazoli i derivati PIrazola............ccooviiiieiiiiieee s 10
2.3.2 Bioloska aktivnost pirazola i pirazolona ..........c.cecvreeiieiiiiiciiencseseee s 12
3. MATERIJALI T METODE.......ct ittt 14
A, REZULTATI ettt bn e 18
5. RASPRAVA et bbb et ae e 22
8. ZAKLIUCAK ..ottt 28
7. POPIS LITERATURE ..ottt e 29
8. SAZETAK oottt 33
9. SUMMARY .ottt bbbt b bttt b e 34
10, POPIS TABLICA ...ttt 35
11, POPIS SLIKA ..ottt bbbt 36

Temeljna dokumentacijska kartica
Basic documentation card



1. uvoD

.....

dostatnu hranu za zivot, skladisti i izmjenjuje hranjive tvari, osigurava nam biomasu i
sirovine za daljnju proizvodnju i preradu. Bez tla i organizama koji se nalaze u tlu ne bi
bilo ni zivota na zemlji. Velikim dijelim cCovjek oneciS¢uje okoli§ opcenito ali i tlo.
Prevelikim koriStenjem prirodnih resursa dolazi do znatne degradacije u vrlo kratkom
vremenu, a opée je poznato da ako je tlo degradirano gubi svoje funkcije te mu je potrebno
dugi niz godina kako bih se oporavilo. lako, jako mali oku nevidljivi mikroorganizmi
imaju veliku ulogu u prirodnim procesima i pridonose prezivljavanju zivotinja i biljaka.
Svjedoci smo prevelikog iskorisStavanja tla uslijed ¢ega dolazi do klimatskih promjena,
pogorsanja kvalitete 1 kakvoée zraka i vode koji su nam neophodni za Zivot, dolazi do
smanjenje bioloske raznolikosti i smanjenja plodnosti tla. Plodnost tla je bitan ¢imbenik u

poljoprivrednoj proizvodniji jer osigura hraniva, vodu, zrak i toplinu biljci.

Za transformaciju organske i mineralne tvari u tlu su zasluzni mikroorganizmi i ostali
"stanovnici" tla. Istrazivanju Stetnih utjecaja pesticida na tlo su se pocela provoditi tek kada
su se pojavili problemi vezani za oSte¢enje i one¢is¢enje produktivnih tala kao posljedica
aktivnosti ljudi. Kako ¢e djelovati odredeno sredstvo za zastitu bilja u tlu ovisi o
klimatskim uvjetima i mikrobioloskoj aktivnosti. Svako sredstvo za zastitu bilja ima
odredena svojstva na pojedinom tipu tla i ta svojstva utje€u na ponasanje sredstva za
zastitu bilja. U tlu dolazi do niza fizikalno-kemijskih 1 bioloskih procesa tijekom primjene
sredstva za zaStitu bilja kada se aktivna tvar odredenog sredstva oslobodi i dode u dodir s
tlom. Sredstva za zaStitu bilja primjenom na tlo podloZna su procesima koji mogu utjecati
na gubitak ili razgradnju sredstva za zastitu bilja. Sredstva se zadrzavaju u tlu odredeno

vrijeme u aktivnom obliku i postoji moguca opasnost za okoli$ (Bokuli¢ i sur.,2015.).

Susre¢emo se s jo$ jednim rizikom, a to je rizik uniStavanja neciljanih organizama i voda
(Bokuli¢ i sur., 2015.). Rizik je najveéi primjenom sredstva za zastitu bilja na ili u tlo jer se
direktno mogu unistiti organizmi sredstvom za zaStitu bilja 1 njegovim metabolitima, ako
se sredstva za zaStitu bilja primjenjuju u zatvorenim prostorima poput plastenika,
staklenika itd. rizik za neciljane organizme i okoli§ je znatno smanjen. Neke od aktivnih
tvari sredstva za zastitu bilja mogu biti iznimno $tetne za neciljane organizme npr. péele. U
praksi je teSko gotovo nemoguce izbjeci otrovanje pcela 1 drugih organizama, ne samo da

se truju prilikom aplikacije sredstva nego i nakon hraneci se i skupljaju¢i polen i nektar



koji je tretiran (Znaor, 1996.). Cesto puta ribe ili ptice mogu biti izloZene tom riziku iz
razloga Sto se one hrane ribom ili gujavicama te ostalim organizmima koji su mogli biti u
dodiru sa sredstvima za zastitu bilja. Postoje mjere za smanjenje rizika u slucaju da postoji

opasnost za izloZenost neciljanih organizama (Bokuli¢ i sur.,2015.).

Cilj ovoga istrazivanja bio je utvrditi hoce li derivati pirazola kao potencijalni novi
pesticidi imati djelovanje na rast i razmnozavanje Bacillus subtilis kao predstavnika

korisne bakterijske populacije tla.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Rizosfera i korisni mikroorganizmi

Rizosfera obuhvaca dio zemljista koji je pod utjecajem biljnog korijena (Hiltner, 1904.).
Rizosfera je takoder mjesto kolonizacije mikroorganizama ali i mjesto za njihovu aktivnost
koja je vrlo vazna (Tilak i sur., 2005.). Najveca biogenost se nalazi oko korjenovih dladica.
Mikroflora rizosfere razgraduje izluCevine korijena i ima glavnu zada¢u u procesima tla
koji odreduju produktivnost biljke (Tilak i sur., 2005.). Asporogene i sporogene bakterije,
aktinomicete, kvrzi¢ne bakterije, gljive, fiksatori atmosferskog duSika i brojni drugi
pripadnici korisnih mikroorganizama predstavljaju rizosfernu mikrofloru (Slika 1.) (Barea i
sur., 2005.).

Mikroorganizmi tlo zauzimaju u potpunosti i sudjeluju u oblikovanju njegovih svojstava te
u zemlji$tu mikroorganizmi odrzavaju njegovu strukturu, nivo organske mase i stabilnost
svih drugih svojstava (Jarak i Colo, 2007.). Sudjeluju u formiranju i odrzavanju zemljista,
pridonose plodnosti tla i jedan su od najvaznijih ¢imbenika u sustavu tlo-biljka. Brojnost i
aktivnost zemljiSnih mikroorganizama zajedno sa pedoloskim i kemijskim parametrima

koriste se kao pokazatelji plodnosti zemljista (Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢, 2018.).

Tlo bi bilo mrtvo bez mikroorganizama i zato su nam oni od izrazite vaznosti
(Vukadinovi¢ i Vukadinovié, 2011.). Cak je 80-90% procesa u tlu pod utjecajem
mikroorganizama (Coloman i Crossly, 1996.). Mikroorganizmi u tlu razgraduju organsku
tvar tla i nezaobilazni su u procesima humifikacije i dehumifikacije. Prinos i zdravstveno
stanje usjeva uvelike ovisi o mikroorganizmima (Welbaum i sur., 2004.). Ahemad i Kiber
(2014.) navode da je primarni indirektni u¢inak korisnih mikroorganizama biokontrola
bolesti, takoder rizobakterije proizvode antifungalne metabolite kao §to su fenazin,
pirolnitrin cijanovodi¢na kiselina, 2,4-diacetilfloroglukinol, piolureorin, visksinamid i

tenazin.

Treba naglasiti da su mikroorganizmi najstariji predstavnici zivog svijeta i da se oni vrlo
uspjesno prilagodavaju na razne uvijete. MoZemo ih pronaci u svakom kutu i dijelu naSe
planete, na najtoplijim no i najhladnijim podru¢jima, a svaki mikroorganizam se razlikuje

po svojim fizioloskim osobinama (Tesi¢ i Todorovi¢, 1988.).
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Slika 1. Mikroorganizmi zastupljeni u rizosferi.
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2.2 Sredstva za zaStitu bilja

Pojam sredstva za zastitu bilja i pesticidi se nerijetko poklapaju u definicijama, no vazno je
istaknuti da pojam "pesticidi" obuhvacaju znatno veci broj tvari. Te tvari se ne primjenjuju
samo u poljoprivredi. Njihova primjena obuhvaca puno veéi spektar djelatnosti poput
javnog zdravstva, komunalne higijene, veterinarstvu kako bi se suzbili nametnici na
zivotinjama i drugo. U Republici Hrvatskoj svako sredstvo za zastitu bilja koje se stavlja
na trziSte mora imati odgovaraju¢u dozvolu koju izdaje Ministarstvo poljoprivrede.
Takoder mora biti i registrirano. Determinacija i odredivanje vrste Stetnog organizma se
koristi za uspjeSno sprjeavanje ili umanjenje Steta od Stetnih organizama. Nadalje na
osnovi proucavanja i spoznaje njenih bioloskih, ekoloskih i drugih svojstava izabiru se
najpogodnije mjere zastite bilja (Bokuli¢ i sur., 2015.). Sredstva za zastitu bilja bih se
trebala upotrebljavati samo i ako je to jedino rjesenje te u skladu s pragovima Stetnosti kad
postoje (Bokuli¢ i sur., 2015.).

Kroz redovite preglede usjeva i nakon svih prikupljenih informacija u polju koje moraju

biti temeljite sukladno nacelima dobre poljoprivredne 1 okoliSne prakse donosi se odluka o
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primjeni sredstva za zaStitu bilja. Sredstva za zastitu bilja moZzemo podijeliti na razne
nacine. Bokuli¢ i sur. (2015.) prema podrijetlu sredstva za zastitu bilja dijele na kemijska i
bioloska sredstva dok je naj¢esc¢a dioba prema vrsti Stetnog organizma kojeg se eliminira i

dijele se na:

1. ZOOCIDI - sredstva za suzbijanje ili odbijanje Zivotinja, podijeljeni su u nekoliko
skupina, a to su insekticidi: sredstva koja se koriste za suzbijanje kukaca, akaricidi koji se
koriste kao sredstva za suzbijanje grinja, nematocidi koji se koriste kao sredstva za
suzbijanje nematoda, limacidi koji se koriste kao sredstva za suzbijanje puzeva, rodenticidi
koji se koriste kao sredstva za suzbijanje glodavaca, korvifugi koji se koriste kao sredstva

za odbijanje ptica od sjemena (Bokuli¢ i sur.,2015.).
2. FUNGICIDI su sredstva koja se koriste za suzbijanje gljiva i pseudogljiva.
3. HERBICIDI su sredstva koja se koriste za suzbijanje korova.

4. Ostala sredstva koja se koriste kao regulatori rasta biljaka i pomoc¢na sredstva (Bokuli¢ i
sur., 2015.).

2.2.1 Procjena rizika sredstava za zastitu bilja

Pri stavljanju sredstva za zaStitu bilja na trziSte vazno je naglasiti da postoji odredeni rizik i
Stetnost sredstva za zaStitu bilja te se mora provesti procjena rizika kojom se odreduje
opasnost koristenja odredenih proizvoda. Vazno je znati kako se sigurno rukuje sredstvima
za zastitu bilja. Sto se ti¢e procjene rizika ona bih trebala obuhvacati sve uvijete primjene
sredstava za zastitu bilja, ali i moguce ucinke na zdravlje ljudi, okoli$ te zivotinje. Klju¢ni
¢imbenici su: spektar djelovanja sredstva za zastitu bilja, doza, nacin i ucestalost te
vremenski raspored primjena svojstva sredstva za zastitu bilja (Bokuli¢ i sur., 2015.).
Takoder su od iznimne vaznosti i sastav sredstva za zastitu bilja, rezidue, ponasanje u
okolisu te utjecaj na neciljane organizme (Bokuli¢ i sur., 2015.). Takoder se odreduju
opasnosti 1 rizici pri uporabi sredstava za zaStitu bilja: u slucaju izloZenosti ljudi.
Rukovanje sredstvima za zastitu bilja ne zna¢i nuzno otrovanje ve¢ samo da postoji rizik
kod izlozenosti na ljudsko zdravlje (Bokuli¢ i sur., 2015.). Postoje i opasnost i rizici pri
uporabi sredstva za zaStitu bilja od moguceg utjecaja na okoli§, od moguceg utjecaja na

neciljane organizme i 0 mogucnosti utjecaja na uc¢inkovitost (Bokuli¢ i sur., 2015.).



2.2.2 Pesticidi i rezidue pesticida

Organizacija za prehranu i poljoprivredu (FAO) (2002.) definira pesticide kao tvar ili
smjesu tvari koje su napravljene s ciljem unistavanja i suzbijanja bilo koje vrste Stetocina.
Iz davnina je poznato koristenje jednostavnih kemijskih spojeva koji su dostupni u okolisu,
a zadatak im je zaStita usjeva. Prije stotinjak godina bolesti i Stetnici nisu upuéivale na
preveliki problem u poljoprivredi. Ako bih se javila potreba za prskanjem to se izvodilo
raznim insekticidima biljnog i ponegdje mineralnog podrijetla (Znaor, 1996.). Podaci
govore o tome kako su se jos prije 3200 godina u drevnoj Kini koristili anorganski spojevi
Zive i arsena u suzbijanju usiju (Zeljezi¢ i Perkovi¢., 2010.). Takoder se spominje kako su
Sumerani 2500 godine prije Krista upotrebljavali sumporne spojeve kako bi zastitili
namjernice od insekata dok su se u rimskom dobu gljivicne bolesti suzbijale uporabom
bakra, a bakar u kombinaciji sa sumporom se vinova loza §titi od najezde gusjenica (Smith
i Kennedy, 2002.; Smith i Secoy., 1975.). Godine 1865. se pocela upotrebljavati "bordoska
juha" odnosno mjeSavina modre galice 1 gasenog vapna u suzbijanju peronospore, nakon
toga otkriven je diklor-difenil-trikloretan (DDT) koji ima insekticidno djelovanje, a otkrio
ga je Paul Muller (Zeljezi¢ i Perkovié., 2010.). DDT se podinje sve vise upotrebljavati u
vrijeme Drugog svjetskog rata. Nakon desetak godina otkriveni su i mnogi drugi sintetski
spojevi s pesticidnim djelovanje, nadalje umjesto trazenja novih kemijskih skupina spojeva
1990 godina modificiraju se postojece aktivne tvari kako bi se smanjilo opterec¢enje okolisa
I rizika za zdravlje ljudi (Ware i Whitacre., 2004.). U razdoblju od 2006.-2009. godine
dostupno je novih 30-tak kemijskih spojeva odnosno aktivnih tvari koji imaju pesticidno
djelovanje i tako danas na svjetskom trzitu postoje vise od 2500 aktivnih tvari (Zeljezi¢,
Perkovi¢., 2010). Kako bi pripravak bio §to u¢inkovitiji dodaju mu se inertne tvari poput
emulgatora,otapala i pojacivaci pesticidnog djelovanja (Ware i Whitacre., 2004.). Znaor
(1996) navodi tri generacije pesticida. Prva generacija takozvanih pravih pesticida
sadrzavala je teSke metale poput Zive, bakra, arsena odnosno mineralna ulja i sumpor. Sve
ove kemikalije bile su proizvod anorganske kemije i nisu bile nepoznanice. Druga
generacija pesticida zapocinje kemijskom sintezom novih organskih supstanci ili poznatije
organo-sinteti¢ki pesticidi. To su bile posve nove supstance u prirodi i svima su bile
nepoznate. Reakcije organo-sintetickih pesticida bilo je kao Sto je i danas sasvim
nemoguce predvidjeti. Treca generacija pesticida predstavlja biopesticide o kojima ¢e se
pisati detaljnije u nastavku rada. Konvencionalnu proizvodnju gotovo je nemoguce

zamisliti bez uporabe pesticida. Pesticidi se koriste pri svim fazama proizvodnje od zastite



sjemena i sjetve pa sve do skladiStenja poljoprivrednih proizvoda. No pesticidi nose niz

negativnih uéinaka (Znaor,1996.).

Otkad se susrecemo s pesticidima poznato je da njihovom uporabom u tlu nalazimo ostatke
odnosno rezidue pesticida. Rezidue pesticida mogu imati vrlo Stetno djelovanje kao 1 na
zdravlje ljudi tako i Stetno mogu utjecati na zivotinje ali i na prirodu i okolis. Ostatci
pesticida mogu sadrzavati razne aktivne tvari koje imaju negativno djelovanje i koje su se
koristile ili se trenutno koriste u zastiti bilja, razne produkte razgradnje kao produkte
reakcije i necistoca. Razina ostataka pesticida ovisi o koli¢ini primijenjenog sredstva za
zastitu bilja kao 1 o poljoprivrednoj kulturi 1 najkracem razdoblju koje je proslo od zadnjeg
tretiranja kulture, tj. karenci, o broju primjena i fizikalno-kemijskim svojstvima sredstva za
zastitu bilja (Bokuli¢, i sur., 2015.). Od velike vaznosti je primijeniti znanje za pravilnu
primjenu sredstva za zaStitu bilja, no zbog neznanja dolazi do neizravnog onecis¢enje
okolisa sredstvima za zastitu bilja. (Slika 2.) (Bokuli¢ i sur., 2015.). Do onecis¢enja tla
moze doéi i izravnim putem ako se herbicidi primjenjuju izravno na tlo ili ispiranjem na
tlima pjeskovite teksture ili lakim tlima te tu dolazi do oneciS¢enja podzemnih voda,
takoder aktivne tvari koje su lako topljive u vodi nose sa sobom rizik od onecis¢enja voda
(Bokuli¢ i sur., 2015.). Postoji rizik za organizme u tlu tokom primjene herbicida jer sadrze
aktivne tvari koje se jako vezu za tlo su velika opasnost za organizme koji se nalaze u tlu te

odredene kulture (Bokuli¢ i sur., 2015.).

Zagadenja zraka prilikom primjene pesticida se jo$ uvijek istraZzuju, no postoje istraZivanja
koja navode da koli¢ina pesticida koja odlazi u atmosferu zastraSujuce velika ¢ak preko
90% (Znaor 1996.). Nizozemski znanstvenik Warmenhoven tvrdi da ¢ak 75-90%
primjenjene koli¢ine pesticida s parcele ispari u roku od 24 sata nakon aplikacije (Znaor,
1996.).



Slika 2. Putevi oneci$¢enja okoliSa primjenom sredstva za zastitu bilja

https://www.vup.hr/ Data/Files/prirucnikszb.pdf

2.2.3 Bioloski preparati

O Stetnosti 1 sredstvima za zaStitu bilja ve¢ je dovoljno receno. Degradacija tla i
prekomjerno iskoriStavanje poljoprivrednih povrSina nije prihvatljivo. Trendovi u
fitomedicini koji se spominju sve viSe nalazu uporabu ekoloski prihvatljivih metoda zastite
bilja. U takvim metodama se spominje manje koristenje kemijskih sredstava za zastitu bilja
te se predlaze provedba najnovijih bioloskih mjera zastite (Balicevi¢ i sur., 2007.).
Biopesticidi se dijele prema vrsti koju suzbijaju i mogu biti biofungicidi, bioinsekticidi,
bioherbicidi i ostali (Igrc-Bar¢i¢ i Maceljski., 2001.). U razli¢itim literaturama se spominju
makrobioloski i mikrobioloski agensi, prirodni pesticidi kao i derivati nekih organizama
(Igrc-Bar¢i¢ i Maceljski., 2001.). Kako bih odredeni preparat bio uéinkovit u dovoljnoj
mjeri vazno je da se preparat moZe proizvesti na tekucem ili poluc¢vrstom supstratu U
zadovoljavajuéim  koli¢inama i da u laboratorijskim uvjetima ne izgube

vitalnost,varijabilnost i selektivnost (Klok&ar-Smit i sur., 2006.).

Vazno je naglasiti kako biopesticidi traze puno znanja kako bih se mogli ispravno koristiti
te su i manje djelotvorniji od kemijskih pesticida. Grahovac i sur. (2009.) navode razlicite
prednosti uporabe biopesticida poput: odsustvo rizika za neciljane organizme i

osiguravanja razvoja odrzive poljoprivredne proizvodnje. Ostali autori poput Filajdic¢a i


https://www.vup.hr/_Data/Files/prirucnikszb.pdf

sur. (2003.) navode da su biopesticidi ekoloski prihvatljiva i dugoro¢no donose dobre
rezultate, manje su fitotoksic¢ni i smanjuje se uporaba kemijskih sredstava, sigurnije su za
rukovanje i primjenu od kemijskih sredstava, smanjuju rizik od pojave rezistentosti.

Naravno biopesticidi imaju i nekoliko nedostataka.

Kloko¢ar-Smit i sur. (2006.) navode da biopesticidi nemaju eradikativno djelovanje, $to
znaci da oni ne djeluju na infekcije koje su ve¢ napredovale, kraci rok trajanja i njihovo
skladiStenje je teZe, cjenovno su izrazito skuplji, u procesu proizvodnje brojne su tehnicke
i tehnoloske poteSkoce, potrebno vece znanje poljoprivrednika, slabiji je ucinak i
djelovanje od kemijskih sredstava prvenstvo jer se koriste preventivno i ne djeluju kada je

Steta ve¢ nastupila.

2.3 Kumarini

.....

kumarini, a nalaze se u raznim biljkama te pridonose bioloskoj aktivnosti. Zbog svoje
bioloSke aktivnosti (antibakterijske, antiupalne, antioksidantske, antialergentske,
antivirusne i antikancerogene) se istrazuju dugi niz godina (Kumar i sur., 2015.). Bijeli
prah, ugodnog mirisa (vanilija) ili kako Lui i sur. (2010) navode miris svjeze pokoSenog
sijena predstavlja kumarine. Kao $to je ve¢ navedeno, kumarini i njegovi derivati imaju
brojne pozitivne strane, a koriste se takoder kao aditivi u hrani, parfemima i kozmetici
(sapuni, paste za zube). Imaju odredenu ulogu u proizvodnji alkoholnih pi¢a, mogu se
primjenjivati i za neutralizaciju neugodnih mirisa u gumenim i plasti¢cnim materijalima
(Kontogiorgis i sur., 2012.). Primjenjuju se u industriji radi smanjenja neugodnih mirisa u
bojama i sprejevima te u poljoprivredi jer odredeni spojevi na bazi kumarina se koriste kao
pesticidi i rodenticidi (Molnar i Cagi¢, 2011.). Laboratorijska sinteza kumarina pocela je
1820. godine, kada su izolirani iz plodova tropskog drveta tonkovca (Dipteryx odorata)
(Molnar i Caci¢, 2011.). Izolirao ga je A. Vogel koji mu je dao ime prema lokalnom nazivu
te biljke coumaronna (Kontogiorgis i sur., 2012.; Molnar i Cagié¢, 2011.). MoZemo ih
prona¢i u mnogim biljkama, voéu 1 povréu. Takoder jagode ,marelice, viSnje,
cimet,eteri¢na ulja (cimetna, lavandina) ga imaju u velikim koli¢inama (Molnar i Cagi¢,
2011.).



2.3.1 Pirazoli i derivati pirazola

S obzirom na korisna bioloska svojstava heterocikli¢kih kumarina, istrazivan je utjecaj i
drugih heterocikli¢kih spojeva poput pirazola. Pojam pirazol dolazi od Ludwiga Knorra
1883. godine (Alam i sur., 2015). Prvi prirodni pirazol (1-pirazol-alanin) izoliran je iz
sjemenki lubenice 1959. godine. (Cagi¢, 2011.). Pirazole karakterizira peterodlani prsten
od tri ugljikova i dva dusikova atoma u susjednom polozaju (Slika 3.). Sintetski kroz
reakcije a,f-nezasicenih aldehida s hidrazinom i daljnom dehidrogenacijom nastaju
pirazoli (Ca¢i¢, 2011). Derivati pirazola poput pirazolona (CsHsN,O) imaju keto skupinu
(C=0) te formiraju peteroclani laktamski prsten. Fizikalno-kemijska svojstva koja

karakteriziraju pirazol prikazani su u Tablici 1.

l
H
ﬁN'HE

4 3

5

Slika 3. Pirazol

Izvor:https://www.researchgate.net/publication/334604294 A Review on Pyrazole chem

ical entity and Biological Activity
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Tablica 1. Fizikalno-kemijska svojstva pirazola

Pirazol

Kemijsko ime (IUPAC) pirazol
Druga imena 1,2-diazol
Kemijska formula C3HsN;
Molarna masa 68,07 g/mol
Tocka talista 66-70 °C
Tocka vrelista 168-188 ° C

Izvor: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/352760183X.ch5b

Poljoprivredne  bolesti uzrokovane patogenim gljivama ugrozavaju  sigurnost
poljoprivrednih usjeva i njihovu kvalitetu znacajno smanjuju. Velika potreba ljudi za
kvalitetnom hranom i zbog sve veceg iskoriStavanja poljoprivrednog zemljiSta potraznja za
fungicidima raste kako bi se usjevi zastitili. Postoji potreba za pronalazak novih visoko
aktivnih fungicida novog nacina djelovanja jer za postojane komercijalne kemijske
fungicide se razvila odredena razina otpornosti. Pirazoli i derivati pirazola posljednjih
godina privlac¢e paznju radi svojih raznih bioloskih svojstava Sirokog spektra. Spojevi s
funkcionalnim jedinicama pirazola imaju antimikrobno, herbicidno, antitumorsko,

insekticidno i fungicidno djelovanje (Slika 4.) (Xue-Ru Liu i sur.,2014.).
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vojstvo

antikonwvulzivno
swOjstvo

hipoglikemijsko
SwOjstvo

antivirusno
swojstvo

antimikrobno
swojstvo

antibakterijsko
swOjstwo

antimalarijsko
swojstvo

Slika 4. Razlic¢ita bioloska svojstva pirazola

lzvor: https://www.researchgate.net/figure/Different-Biological-activities-of-pyrazole-
moiety figh 334604294

2.3.2 Bioloska aktivnost pirazola i pirazolona

U medicini se pirazoloni Koriste za opusStanje mi$i¢a, suzbijanje gréeva, te korisno djeluju
u borbi protiv groznica. Korisni su jer imaju protuupalna antibakterijska svojstva te se
koriste kao analgetici. Neki derivati pirazolina su pokazali izvrsna farmakoloSka svojstva i
iz tog razloga se koriste u istrazivanju lijekova. U razvoju teorije o heterocikli¢koj kemiji,
pirazoloni su imali vaznu ulogu. Pirazoloni su pokazali da imaju i dobra antitumorska
svojstva. Neki derivati imaju 1 antidepresivna svojstva te se koriste jo§ kao analiticki
reagensi i sredstva za obojenje (Karthikeyan i sur., 2007). Kao §to je ve¢ navedeno
pirazoloni posjeduju vrlo Kkorisna bioloska svojstva. Pirazolonima pripadaju brojne

farmakoloski aktivne molekule kao §to su: fenanzon, metapiron, amidopirin (analgetici i
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antipiretici), azolid, tanderil (protuupalna svojstva) (Cagié i sur., 2011.). Medu izomerima
pirazolona najéesce se proucavaju 2-pirazoloni (Lévai i Jekd, 2009.). Neka istrazivanja
pokazuju da brojni fluorirani i klorirani derivati imaju razli¢itu biolosku aktivnost, $to ih
¢ini sastojcima u lijekovima i zastiti bilja koji su od velike vaznosti te se mogu koristiti kao
antibakterijska i antifungalna sredstva. Dodavanjem fluorova atoma povecava se bioloska

aktivnost molekula (Karthikeyan i sur., 2007).
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3. MATERIJALI | METODE

U istrazivanju je koriStena testna kultura Bacillus subtilis iz kolekcije Katedre za
mikrobiologiju Fakulteta agrobiotehni¢kih znanosti Osijek. Cista kultura ispitivane bakterije
je umnozena na hranjivom agaru (Slika 6.) ( Liofilchem, Italija.) tijekom 48 sati na 30 °C.
Ispitani derivati pirazola su sintetizirani na Prehrambeno tehnoloskom fakultetu u Osijeku
gdje se koristio protokol prema Rostom i sur. (2011.). Ispitana je djelotvornost sljedeéih
pirazola: 3-(4-fluorofenil)-5-(4-metoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-karbaldehid(H1),3-(4-
fluorofenil)-5-(2-metoksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-karbaldehid (H2), 5-(3-fluorofenil)-3-
(4-fluorofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-karbaldehih (H3), (E)-3-(4-fluorofenil)5-(4-stifenil)-
4,5-dihidro-1H-pirazol-1-karbaldehid (H4), 3-(4-flourofenil)-5-(3-metoksifenil)-4,5-dihidro-
1H-pirazol-1-karbaldehid (H5), 3-(4-flourofenil)-5-(2-hidroksifenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-
karbaldehid(H6),5-(2,6-dimetoksifenil)-3-(4-fluorofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-karbaldehid
(H7), 5-(4-bromofeni)-3-(4-flourofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-karbaldehid  (H8), 5-(2-
klorofenil)-3-(4-fluorofenil)-4,5dihidro-1H-pirazol-1-karbaldehid  (H9), 5-(4-dimetilamino)
fenil)-3-(4-fluorofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol-1-karbaldehid  (H10). Strukture navedenih

spojeva prikazane su na sljede¢im slikama (Slika 5-9.).

5,. 8 2 ‘3 ?Ha i\ 8 HgC/O\ /\3
3/\51\ 13/\5 N\

Y Y Y
H1 £\ H2 © N0
F s

3-(4-fluorophenyl)-5-(4-methoxyphenyl)-4.5- 3-(4-fluorophenyl)-5-(2-methoxyphenyl)-4,5-dihydro-1 H-pyrazole-1-
dihydro-1H-pyrazole-1-carbaldehyde carbaldehyde

Slika 5. Struktura derivata pirazola H1i H2

Izvor: Prehrambeno tehnoloski fakultet u Osijeku
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(E)-3-(4-fluorophenyl)-5-(4-styrylphenyl)-4.5-dthydro-1 H-pyrazole-1-
5-(3-fluorophenyl)-3-(4-fluorophenyl)-4.5- carbaldehyde
dihydro-1H-pyrazole-1-carbaldehyde

o

Slika 6. Struktura derivata pirazola H3 i H4

Izvor: Prehrambeno tehnoloski fakultet u Osijeku

3-(4-fluorophenyl)-5-(3-methoxyphenyl)-4.5- 3-(4-fluorophenyl)-3-(2-hydroxyphenyl)-4.5-dihydro-1 H-pyrazole-1-
dihydro-1H-pyrazole-1-carbaldehyde carbaldehyde

Slika 7. Struktura derivata pirazola H5 i H6

Izvor: Prehrambeno tehnoloski fakultet u Osijeku
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5-(4-bromophenyl)-3-(4-fluorophenyl)-4.5-dihydro-1 H-pyrazole-1-
5+(2,6-dimethoxyphenyl)-3-(4-fluorophenyl)-4.5- carbaldehyde
dihydro-1H-pyrazole-1-carbaldehyde
Slika 8. Struktura derivata pirazola H7 i H8

Izvor: Prehrambeno tehnoloski fakultet u Osijeku

5+(2-chlorophenyl)-3-(4-fluorophenyl)-4 5-dihydro- 14~ 5-(4-(dimethylamino)phenyl)-3-(4-fluorophenyl)-4,5-dihydro-1 7-
pyrazole-1-carbaldehyde pyrazole-1-carbaldehyde

Slika 9. Struktura derivata pirazola H9 i H10

Izvor: Prehrambeno tehnoloski fakultet u Osijeku

Djelotvornost derivata pirazola je utvrdena dilucijskom metodom odredivanjem
minimalne inhibitorne koncentracije na ispitanu testnu bakteriju. Pokus je proveden kroz
sterilne mikrotitarske ploce. Najveca ispitana koncentracija je iznosila 512 pg/ml koja je
razrijedena kroz jazice do 1 pg/ml. Svaka jazica se inokulirala s testnom bakterijom u
koncentraciji koja odgovara 10° stanica po ml. Pozitivna kontrolna jaZica je sadrzavala
tekuc¢u podlogu 1 bakterijsku kulturu, dok je negativna kontrolna jaZica sadrzavala samo
tekucu podlogu. Nakon 48 h inkubacije o€itani su rezultati. Pokus je postavljen u Cetiri

ponavljanja. Svi postupci i materijali su provedeni postivajuci pravila sterilnosti.
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Slika 10. Cista kultura Bacillus subtilis

Izvor: Ana Marojevié

17



4. REZULTATI

U istrazivanju nije utvrdena inhibicija rasta testne bakterije s nijednim ispitanim spojem.
(Tablica 2 — 11).

Tablica 2. Rezultati istrazivanja djelotvornosti derivata pirazola (H1) na testnu bakteriju
Bacillus subtilis

TESTNA BAKTERIJA Bacillus subtilis

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 + -
pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml KONTROLA  KONTROLA

+ zabiljeZen porast , - nije zabiljezen porast

Tablica 3. Rezultati istrazivanja djelotvornosti derivata pirazola (H2) na testnu bakteriju

Bacillus subtilis

TESTNA BAKTERIJA Bacillus subtilis

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 +
pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml  KONTROLA  KONTROLA

H2 + + + + + + + + + + + -

+ zabiljeZen porast, - nije zabiljezen porast

Tablica 4. Rezultati istrazivanja djelotvornosti derivata pirazola (H3) na testnu bakteriju

Bacillus subtilis

TESTNA BAKTERIJA Bacillus subtilis

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 + -
pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml  pg/ml  KONTROLA  KONTROLA

H3 + + + + + + + + + + +

+zabiljezen porast, - nije zabiljeZen porast
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Tablica 5. Rezultati istrazivanja djelotvornosti derivata pirazola (H4) na testnu bakteriju

Bacillus subtilis

TESTNA BAKTERIJA Bacillus subtilis

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 + 5
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml KONTROLA  KONTROLA

H4 + + + + + + + + + + +

+ zabiljeZen porast , - nije zabiljezen porast

Tablica 6. Rezultati istrazivanja djelotvornosti derivata pirazola (H5) na testnu bakteriju

Bacillus subtilis

TESTNA BAKTERIJA Bacillus subtilis

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 +
pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml  pg/ml  pg/ml KONTROLA KONTROLA
H5 + + + + + + + + + + +

+ zabiljeZen porast, - nije zabiljezen porast

Tablica 7. Rezultati istrazivanja djelotvornosti derivata pirazola (H6) na testnu bakteriju

Bacillus subtilis

TESTNA BAKTERIJA Bacillus subtilis

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 + -
pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml KONTROLA KONTROLA
H6 + + + + + + + + + + +

+zabiljezen porast, - nije zabiljeZen porast
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Tablica 8. Rezultati istrazivanja djelotvornosti derivata pirazola (H7) na testnu bakteriju

Bacillus subtilis

TESTNA BAKTERIJA Bacillus subtilis

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 +
pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml KONTROLA KONTROLA
H7 + + + + + + + + + + +

+ zabiljeZen porast, - nije zabiljeZen porast

Tablica 9. Rezultati istrazivanja djelotvornosti derivata pirazola (H8) na testnu bakteriju

Bacillus subtilis

TESTNA BAKTERIJA Bacillus subtilis

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 + -
pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml KONTROLA KONTROLA
HS8 + + + + + + + + + + + -

+zabiljezen porast,- nije zabiljeZen porast

Tablica 10. Rezultati istrazivanja djelotvornosti derivata pirazola (H9) na testnu bakteriju

Bacillus subtilis

TESTNA BAKTERIJA Bacillus subtilis

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 + -
pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml KONTROLA KONTROLA

H9 + + + + + + + + + + + -

+ zabiljezen porast, - nije zabiljeZen porast
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Tablica 11. Rezultati istrazivanja djelotvornosti derivata pirazola (H10) na testnu bakteriju
Bacillus subtilis

TESTNA BAKTERIJA Bacillus subtilis

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 +
pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml KONTROLA KONTROLA
H10 + + + + + + + + + + +

+ zabiljeZen porast, - nije zabiljeZen porast
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S. RASPRAVA

Rezultati ovoga istrazivanja su pokazali da ispitani pirazoli pri koncentracijama od 1 do
512 pg/ml ne utjeCu na rast testne kulture B. subtilis. Ovakvi rezultati istrazivanja su
pozeljni s obzirom da je utvrdeno kako pirazoli ne utjeu na rast gram pozitivnog

predstavnika korisne bakterijske populacije tla.

Antimikrobnu aktivnost pirazola ispitivali su i drugi istrazivaci. Brojna istrazivanja koja su
obradena su uglavnom usmjerena na utvrdivanju antibakterijskih i antifungalnih osobina

patogenih bakterija i gljiva.

U istrazivanju Yuvajar i sur (2009.) radilo se na sintezi i procjeni bioloske aktivnosti
derivata pirazola. Svi sintetizirani spojevi testirani su na antibakterijsku aktivnost protiv
gram-pozitivnih i gram-negativnih mikroogranizama. Rezultati istrazivanja ovog autora
pokazuju obecavajuce rezultate i dobru antibakterijsku aktivnost protiv gram-pozitivne

bakterije Staphylococcus aureus.

Gautam 1 sur. (2010.) u svom istrazivanju su sintetizirali derivate pirazola i proucavali
njihovo antimikrobno djelovanje. lIzvijestili su o sintezi 1,3,5 trisupstituiranih derivata
pirazola. Spojevi nisu pokazali nikakvu aktivnost protiv Pseudomonas aeruginosa i
Aspergillus niger. Spojevi su pokazali umjerenu aktivnost pri koncentraciji od 50 pg/ml,

protiv B. subtilis, S. aureus i Escherichia coli.

Isloor i sur. (2012.) sintetizirali su pirazol koji sadrzi derivate cijanopiridona te su ti
spojevi testirani na antibakterijsku i antifungalnu aktivnost i pokazali su znacajnu aktivnost
u usporedbi sa standardnim lijekom streptomicinom. Pokazali su dobru antibakterijsku
aktivnost protiv bakterijskog soja E. coli, S. aureus i P. aeruginosa u koncentracijama od
500 do 1000 pg/ml i dobru antifungalnu aktivnost protiv Aspergillus flavus u koncetraciji
od 500 do 1000 pg/ml. Kod ispitivanja ovih spojeva autori su zakljucili da kombinacija
dvaju razli¢itih heterociklickih spojeva, odnosno pirazola i 3-cijano-2-piridona, poboljSava
farmakolo8ki u€inak te su stoga idealni za daljnja istraZivanja kako bi se dobili u€inkovitiji

antibakterijski spojevi.

Dvije nove serije pirazolina pocevsi s p-acetamidofenolom ( paracetamolom) sintetizirali
su Ahamed 1 sur. (2014.). Istrazivali su njihovo antibakterijsko, antifungalno i

anituberkularno djelovanje. Novopripremljeni pirazolinski spojevi su pokazali znacajnu
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antibakterijsku aktivnost protiv S. aureus, E. coli i P. aeruginosa u usporedbi sa
standardnim lijekom ciprofloksacinom.

Spoj  N-(4-hidroksi-3-(1-izonikotinil-5-(4-nitrofenil)-4,5-dihidro-1H-pirazol 3 il) fenil)
acetamid pokazao je snaznu antibakterijsku aktivnost protiv P. aeruginosa i S. aureus (MIC:
3.12 pg/ml), takoder protiv E. coli spojevi N-{3-[5-(2,4-diklorofenil)-1-fenil-4,5-dihidro-1H-
pirazol-3-il]-4-hidroksifenil} acetamid, N-(3-(5-(2,4-diklorofenil)-1-izonicotinoil-4,5-dihidro-
1H-pirazol-3-il)-4-fenil acetamid, N-(4-hidroksi-3 -(5-(2-hidroksifenil)-1-izonikotioil-4,5-
dihidro-1H-pirazol-3 il) fenil)acetamid, N-(4-hidroksi-3-(1-izonikotinoil-5-(2-nitrofenil)-4,5-
dihidro-1H-pirazol-3-il)fenil) acetamid i spoj N-(4-hidroksi-3-(1-izonikotinil-5-(4-nitrofenil)-
4,5-dihidro-1H-pirazol-3il)fenil) acetamid su imali MIC od 6,25 ug/ml. Autori su utvrdili da je
antifungalna aktivnost spoja N-(3-(5-(2,4-diklorofenil)-1-izoniktinoil-4,5-dihidro-1H-pirazol-
3-il)-4-fenil acetamid protiv Candida albicans i A. niger (MIC: 3.12 pg/ml.) bolja od

standardnog lijeka ketokenazola.

Liu sur. (2014.). u svom istrazivanju ispitivali su fungicidno djelovanje i strukturalne odnose
32 derivata pirazola koji ¢e biti navedeni u nastavku kako bi otkrili nove spojeve s dobrim
fungicidnim svojstvima. Nadalje ¢u navesti nazive spojeva koji su pokazali znacajne
rezultate u navedenom istrazivanju: 1. (Etil5-amino-3-(metiltio)-1-(2,3,5,6-tetrafluorofenil)-
1H-pirazol-4-karboksilat), 2. (5-amino-3-(benziltio)-1-(2,3,5,6-tetrafluorofenil)-1H-pirazol-
4-karbonitril), 3. (5-amino-3-(metiltio)-1-(2,3,5,6-tetrafluorofenil)-1H-pirazol-4-karbonitril),
4. (Etil 5-amino-3-(benziltio)-1-(2,3,5,6-tetrafluorofenil)-1H-pirazol-4-karboksilat), 6. (5-
amino-3-(metiltio)-1-(2,4,6-triklorofenil)-1H-pirazol-4-karbonitril), 7. (Etil5-amino-3-
(benziltio)-1-(2,4,6-triklorofenil)-1H-pirazol-4-karboksilat), 8. (5-amino-3-(benziltio)-1-
(2,4,6-triklorofenil)-1H-pirazol-4-karbonitril), 9. (4-(5-amino-3-(benziltio) -4-cijano-1H-
pirazol-1-il)benzojeva kiselina), 10. (4-(5-amino-3-(benziltio)-4-(etoksikarbonil)-1H-pirazol-
1-il)benzojeva kiselina), 11. (4-(5-amino-4-(eoksikarbonil)-3- (metiltio)-1H-pirazol-1-il)
benzojeva kiselina), 26. (5-amino-3-(metiltio)-1-(4-(trifluorometil) fenil)-1H-pirazol-4-
karbonitril), 27. (N-(4-cijano-3-(metiltio)-1-(2,3,5,6-tetrafluorofenil)-1H-pirazol-5-il)-4-
fluorobenzamid),28. (Etil3-(benziltio)-5-(3-klorobenzamido)-1-(2,3,5,6-tetrafluorofenil)-1H-
pirazol-4-karboksilat), 29. (Etil3-(benziltio)-5-(3-izotiocijanatopropilamino)-1-(2,3,5,6-
tetrafluorofenil)-1H-pirazol-4—karboksilat),30.(5-(3-izotiocijanatopropilamino)-3-(metiltio)-
1-(2,3,5,6-tetrafluorofenil)-1H-pirazol-4-karbonitril),31. (5-(3-izotiocijanatopropilamino)-3-
(metiltio)-1-(2,4,6-triklorofenil)-1H-pirazol-4-karbonitril), 32. (3-(Benziltiol)-5-(3-
izotiocijanatopropilamino)-1-(2,4,6-triklorofenil)-1H-pirazol-4-karbonitril) (Xue-Ru Liu i
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sur., 2014). Prvotni podaci probnog testiranja fungicidne aktivnosti ispitanih spojeva protiv
Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani Kuhn, Valsa mali Miyabe et Yamada, Thanatephorus
cucumeris (Frank) Donk, Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum Owen, i Fusarium
graminearum Schw u koncentraciji od 100 mg/l posjeduje umjerene do visoku fungicidnu
aktivnosti. Rezultati ukazuju na to da 13 spojeva (2-4, 6, 8, 10, 26-32) imaju stopu
inhibicije ve¢e od 80% protiv B. cinerea, trinaest spojeva (2-4, 6, 8, 10, 26-32)
pokazalo je vise od 90%-tnu u¢inkovitost inhibicije protiv R. solani., petnaest spojeva
(2-4, 6-10, 26-32) je pokazalo vise od 80%-tnu uéinkovitost inhibicije protiv V.
mali, trinaest spojeva (2-4, 6, 8, 10, 26-32) ima vise od 80%-tnu ucinkovitost
inhibicije protiv T. cucumeris, deset spojeva (3, 6, 10, 26—32) pokazalo je vise od
80% efekta na F. oxysporum i jedanaest spojeva (2, 3, 6, 10, 26-32) pokazali su vise
od 90%-tnu uc¢inkovitost inhibicije protiv F. graminearum. Medu tim spojevima neki
odredeni spojevi (3, 6, 26-32) su pokazali su Sirok spektar fungicidne aktivnosti
protiv svih testiranih fitopatogena s vise od 90% ucinkovitosti inhibicije. Dok su neki
spojevi (26, 27, 28, 30, 31) pokazali 100%-tnu aktivnost u dozi od 100 mg/l. Spoj 9 je
pokazao posebnu aktivnost protiv V. mali pokazujué¢i inhibicijsku aktivnost od
84,30% te pokazuje nisku razinu aktivnosti za B. cinerea, F. oxysporum i F.
graminearum. Utvrdeno je da spojevi 1-4, 6-11, 26-32 pokazuju dobre fungicidne
aktivnosti te su izabrani za ponovnu provjeru. Ovi spojevi pokazuju inhibitorne
aktivnosti rasta s vrijednostima EC50 u rasponu od 2.432-10.627, 2.182-11.024,
1.787-12.877, 1.638-10.253, 8.073-15.320 i 6.043-19.701 pg/ml protiv B. cinerea, R.
solani, V. Mali, T. cumeris, F. oxysporum i F. graminearum. Medu njima je najvisa
aktivnost spoja 26, s vrijednostima EC50 od 2.432, 2.182, 1.787, 1.638, 6.986 i 6.043
pg/ml protiv B. cinerea, R. solani, V. Mali, T. cumeris, F. oxysporum i F.
graminearum (Xue-Ru Liu i sur.,2014.). Takoder u istrazivanju su sintetizirana dva
nova spoja 27 i 28 odnosno dva nova derivata pirazola koji su sadrzavali amidni dio
na petom mjestu pirazolskog prstena. In vitro testovi su pokazali da uvodenjem
amidne skupine od velike vaznosti za poboljSanje bioaktivnost. Npr. kada je 4-
klorofenil karboksamid dio uveden u spoj 3 kako bi si stvorio spoj 27, antifungalne
aktivnosti su povecane, jer su EC50 vrijednosti treeg spoja protiv B. cinerea, R.
solani, V. Mali, T. cucumeris, F. oxysporum, i F. graminearum je iznosio 5.848,
6.043, 3.738, 5.707, 9.515 i 14.793 pg/ml, dok je EC50 vrijednosti spoja 27 bile
3.742, 3.501, 1.919, 2.383, 8.073, 10.266 pg/ml. Autori su nadalje u spojeve 3,4,6,8

uveli izotiocijanatopropan ¢ime nastaju spojevi 29,30,31,32. U istrazivanju je
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dokazano da medu spojevi 29, 30, 31, 32 koji sadrze izotocijanatnu grupu su aktivniji
od spojeva bez takve skupine. Ponajprije spoj 29 ¢ija je ECsp vrijednost T. cucumeris
bila 3.181 pg/ml, a spoj 4 ima znacajnije nizu ECso (10,253. pg/ml) (Xue-Ru Liu i
sur.,2014.).

U istrazivanju Miniyar i sur.(2015.) proucavana je nova serija jezgre 2-klorkinolina
spojenih s pirazolskim prstenom. Spojevi su sintetizirani i testirani na antibakterijsko i
antifungalno djelovanje. Autori navode da su dobiveni rezultati vrlo obecavaju¢i protiv
bakterijskih, a takoder i protiv gljivicnih sojeva. U radu je utvrdeno da spoj 1-(3-(4-
aminofenil)-5-(2-klorokinolin-3-il)-1H-pirazol-1-il etanon imaju umjereno djelovanje
protiv Aspergillus fumigatus, Penicillium notatum i B. subtilis s MIC 48, 46 i 44 pg/ml,
dok je spoj 1-(5-(2-klorokinolin-3-il)-3-fenil-1H-pirazol-1-il) etanon bio aktivan protiv P.
notatum, B. subtilis i E. coli s MIC 57, 54 1 43 pg/ml u usporedbi sa standardom.

Alam i sur. (2015.) su proucavali antimikrobna aktivnost povezanih derivata pirazola-
pirimidina. Rezultati su pokazali da pirazol [1,5-A] pirimidin ima najsnazniju in vitro
antifungalnu uéinkovitost s minimalnom inhibitornom koncentracijom od 6,25 ug/ml
protiv A .fumigatus i F. oxysporum. Sahu i sur. (2008.) sintetizirali su nove 4-((5-(4-
klorofenil)-4,5dihidro-1H-pirazol-3-il)amino) fenole. Derivati su pokazali snaznu
antimikrobnu aktivnost i antibakterijsku aktivnost na Muller-Hinton agaru za vrste S.
aureus, Salmonella typhi i E. coli. Antifungalno djelovanje ispitano je difuzijskom
metodom na agarnim plo¢ama protiv vrsta C. albicans i A.niger. U oba slucaja, kao

standardni lijekovi, koriSteni su ciprofloksacin 1 kotrimazol.

Kumar 1 sur. (2016) su provodili istraZivanje o antimikrobnom djelovanju derivata
pirazola. Radila se sinteza 6 derivata pirazola. Medu tim spojevima spoj 2 - (3-hidroksi-5-
metil-4H-pirazol-4-il) (4-hidroksifenil) metil) hidrazinkarboksamid (MIC: 0,25 pg/ml)
najaktivniji protiv gram negativnog bakterijskog soja E. coli u usporedbi sa standardnim
Ciprofloksacinom, antifungalna aktivnost spoja 2 - [(4-klorofenil) (3-hidroksi-5-metil-4H-
pirazol-4-il) metil] hidrazinkarboksamid (MIC: 1 pg/ml) bila je znacajno aktivna protiv A.
niger od standardnog klotrimazola. Autori su zakljucili u istrazivanju da ti derivati mogu

biti od velikog znacaja za daljnji razvoj antimikrobnih, a tako i protuupalnih sredstava.

U istrazivanju B’Bhatt i Sharma (2017.) istrazena je sinteza novih derivata rodanina koji
sadrze dio pirazola (3a-3h), a to su : 3a) 3-(4-klorofenil)-5-((1,3-difenil-1H-pirazol-4-il)
metilen-2-tioksotiazolidin-4-on), 3b) 3-(4-klorofenil)-5-((1-fenil-3-tol-1H-pirazol-4-
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il)metilen-2-tioksotiazolidin-4-on),  3c) 3-(4-klorofenil)-5-((3-(4-hidroksifenil)-1-fenil1H-
pirazol-4-il) metilen-2-tioksotiazolidin-4-on), 3d) 3-(4-klorofenil)-5-((3-(4-nitrofenil)-1-
fenil-1Hpirazol-4-il)metilen-2-tioksotiazolidin-4-on), 3e) 3-(4-klorofenil)-5-((3-(4-
fluorofenil)-1-fenil-1Hpirazol-4-il)metilen-2-tioksotiazolidin-4-on), 3f) 5-((3-(4-bromofenil)-
1-fenil-1H-pirazol-4-il)metilen)-3-(4-klorofenil)-2-tioksotiazolidin-4-on, 30) 3-(4-
klorofenil)-5-((3-(4-klorofenil)-1-fenil-1Hpirazol-4-il)metilen-2-tioksotiazolidin-4-on), ~ 3h)
3-(4-klorofenil)-5-((3-(4-metoksifenil)-1-fenil LH-pirazol-4-il)metilen-2-tioksotiazolidin-4-

on). Nadalje novosintetizirani spojevi testirani su kako bih se utvrdila antibakterijska
aktivnost protiv gram-pozitivnin bakterija S. aureus i Streptococcus pyogenes i gram-
negativnih bakterija E. coli i P. aeruginosa. te protiv tri razli¢ite gljive C. albicans, A.
niger i Aspergillus clavatus. Kao pozitivna kontrola za bakterije i gljivice koriSteni su
standardni antibiotici, odnosno ampicilin i grizeofulvin. Spoj 3c koncentracije 62.5 ug/ml
imao je najbolji uc¢inak pri inhibiciji E. coli. Spoj 3a, 3c, 3g koncentracije 125 ug/ml imao
je najbolji u¢inak pri inhibiciji P .aeruginosa. Spoj 3a, 3d, 3g koncentracije 100 pg/ml
imao je najbolji uéinak pri inhibiciji S. aureus. Spoj 3d koncentracije 100 pg/ml imao je
najbolji u¢inak pri inhibiciji S. pygones. Spoj 3d koncentracije 200 pg/ml imao je najbolji
ucinak pri inhibiciji C. albicans. Spoj 3b koncentracije 200 pg/ml imao je najbolji ucinak
pri inhibiciji A. niger, te spoj 3b koncentracije 200 pg/ml ima najbolji u¢inak pri inhibiciji
A. clavutus. Razlog razli¢itih osjetljivosti izmedu gram-pozitivnih i gram-negativnih
bakterija moze se pripisati morfoloskoj razlici izmedu tih mikroorganizama. U istraZivanju
autori su koristili grizeofulvin kao referenti lijek za usporedbu aktivnosti ispitivanih
spojeva, a rezultati su zabiljeZeni kao postotak inhibicije rasta micelija. Usporedba
antimikrobnih rezultata sintetiziranih spojeva pokazala je da dodavanje derivata pirazola

poboljsava antimikrobnu aktivnost (B’Bhatt i Sharma, 2017.).

Rastija i sur. (2019.) navodi kako derivati pirazola imaju razli¢ite bioloske aktivnosti,
0Visno o polozajima supstituenata na prstenu. Rezultati istrazivanja su utvrdila da je spoj
4,5-dihidro-1H pirazol izvrstan antibakterijski lijek protiv bakterije S. aureus i
Corynebacterium diphteriae. Takoder je utvrdeno da su 5-aril-1-karboksamidino-3-stiril-
4,5-dihidro-1H-pirazol jaki antioksidansi te imaju antimikrobna svojstva protiv S. typhy, S.
aureus i Streptococcus pneumoniae. lzvrsna antibakterijska aktivnost derivata pirazola
(4,5-dihidro-1H) dokazana je i protiv P. aeruginosa, E. coli, B. subtilisi S. aureus.
Antibakterijsko ispitivanje je pokazalo da su gram-negativne bakterije osjetljivije na

testirane spojeve nego gram-pozitivne. Od cetiri testirane bakterije gram-pozitivne
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bakterije su imale vecu rezistenciju na testirane spojeve s do tri puta veéim MIC
vrijednostima (62,5 pg/ml ) za B. subtilis i S. aureus dok su gram-negativne bakterije imale
MIC (62,5 ng/ml) za E. coli i P. aeruginosa za sve testirane spojeve. Opcenito gledano u
istrazivanju su autori dokazali da gram-pozitivne bakterije imaju vecu rezistenciju na
testirane spojeve od gram-negativnih bakterija i dolaze do zakljucka kako su 4,5-dihidro-
1H pirazoli vrlo jako bioaktivni spojevi, a njihove strukturne modifikacije poput uvodenje

atoma fluora na fenil prsten moze dovesti do povecanja bioloske aktivnosti.
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6. ZAKLJUCAK

Obzirom na brojne pozitivne bioloSke aktivnosti heterociklickih spojeva, istrazivala su se
svojstva novih derivata pirazola. Brojne bolesti s kojima se susreéemo u poljoprivredi
mogu biti rezultat prisutnosti patogenih gljiva i bakterija. Takve situacije mogu dovesti do
pada kvalitete proizvoda i smanjenja prinosa. Zbog sve vece potrebe ljudi za kvalitetnom
hranom raste i potraznja za raznim sredstvima za zasStitu bilja kako bih se zastitili usjevi.
Na razna sredstva za zastitu bilja brojne kulture su razvile otpornost na njih. Posljednjih
godina paznju privlaCe pirazoli 1 derivati pirazola jer imaju brojna bioloSka svojstva.
Pirazoli imaju antimikrobno, herbicidno, antitumorsko, insekticidno i fungicidno
djelovanje. U medicini se koriste jer imaju i antiupalna i antibakterijska svojstva te se
koriste i kao analgetici. U ovom istrazivanju ispitani pirazoli su pokazali da ne utjecu na
rast testne kulture B. subtilis. Ovakvi rezultati istrazivanja su pozeljni s obzirom da je
utvrdeno kako pirazoli ne utjeu na rast predstavnika korisne bakterijske populacije tla.
Potrebna su buduéa istrazivanja kako bi se utvrdilo djelovanje pirazola i na drugim

korisnim mikroorganizmima tla.
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8. SAZETAK

Pirazoli su heterociklicki spojevi Siroke primjene i obimnog sSpektra djelovanja:
antibakterijskog, antifungalnog, herbicidnog, insekticidnog ali posjeduju i mnogobrojne
farmakoloske aktivnosti. Cilj ovog istrazivanja je bio utvrditi djelovanje derivata pirazola
kao potencijalnih novih pesticida na rast i razmnozavanje autohtonog predstavnika korisne
bakterijske populacije tla Bacillus subtilis. U istrazivanju je koristeno 10 derivata pirazola,
a rezultati su pokazali da niti jedan od njih nema inhibitornu aktivnost na rast B. subtilis.
Potrebna su daljnja istrazivanja kako bih se utvrdilo djelovanje pirazola i na druge korisne

predstavnike mikroorganizme tla.

Klju¢ne rijeci: derivati pirazola, pesticidi, Bacillus subtilis, tlo
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9. SUMMARY

Pyrazoles are heterocyclic compounds with a wide application and a wide spectrum of
action: antibacterial, antifungal, herbicidal, insecticidal, but they also have numerous
pharmacological activities. The aim of this study was to determine the effect of pyrazole
derivatives as potential new pesticides on the growth and reproduction of the indigenous
representative of the beneficial bacterial soil population Bacillus subtilis. Ten pyrazole
derivatives were used in the study, and the results showed that none of them had inhibitory
activity on B. subtilis growth. Further research is needed to determine the effect of

pyrazoles on other beneficial representatives of soil microorganisms.

Key words: pyrazole derivatives, pesticides, Bacillus subtilis, soil
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