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1. UVOD 

 

Slobodni radikali nastaju u reakcijama oksidacije i imaju jedan nespareni elektron, što ih čini 

visoko reaktivnim spojevima koji mogu oštetiti stanice i povezani su s patogenezom najmanje 

50 vrsta bolesti (1). Antioksidansi su spojevi koji smanjuju nastali oksidativni stres i oštećenje 

stanica tako što sprječavaju djelovanje slobodnih radikala njihovom neutralizacijom i 

stabilizacijom. Stoga su ključni u održavanju zdravlja kako stanica tako i samoga čovjeka. 

Sastoje se od više komponenti kako egzogenog tako i endogenog podrijetla. Mogu se nalaziti 

u namirnicama (vitamini C i E), biti enzimi (glutation peroksidaza), metal-vezujući proteini 

(feritin, albumin) te derivati kemijskih spojeva (ferocen). 

 

1.1. Ferocen 

 

Ferocen je organometalni spoj formule [Fe(η-C5H5)2], odnosno C10H10Fe, otkriven 50-ih 

godina prošloga stoljeća (2). Građen je od dvaju ciklopentadienilskih prstenova sa željezom 

između njih, takozvana „sandwich“ struktura. Stabilan u vodenom i aerobnom mediju, ima 

povoljna elektrokemijska svojstva i mogućnost stvaranja velikog broja derivata. U zadnjih 

nekoliko desetljeća primjećena su njegova antitumorska, antibiotska, antimalarična i 

antioksidativna svojstva (3). 

Sam ferocen ima jaka antioksidativna djelovanja, ali dokazano je da su ta svojstva još 

izraženija kada je povezan s drugim organskim molekulama, te zbog toga derivati ferocena 

mogu biti kandidati za stvaranje nove vrste lijekova koji bi liječili bolesti uzrokovane 

neravnotežom oksidansa i antioksidansa, odnosno oksidativnim stresom (4). Povezivanje 

ferocena s nukleobazama omogućuje rotaciju ciklopentadienilnih prstenova, odnosno 

optimzirano vezanje supstituenata na molekulu ferocena, što povećava njegovu biološku 

aktivnost. Dosadašnja istraživanja pokazala su da postoji i mogućnost korištenja derivata 

ferocena i nukelobaza kao biosenzora za glukozu (5). 
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Slika 1. Struktura ferocena  

 

 

1.2. Reaktivni kisikovi spojevi (ROS) 

 

Reaktivni kisikovi spojevi nastaju normalno oksidativnim metabolizmom i imaju značajnu 

ulogu u enzimatskim reakcijama, prijenosu elektrona i genskoj ekspresiji. Imaju ulogu u 

stvaranju energije na respiracijskom lancu na unutarnjoj membrani mitohondrija, u procesu 

nastanka prostaglandina i hormona štitnjače, sudjeluju u staničnoj signalizaciji te imaju 

baktericidan učinak. Međutim, mogu imati i štetno djelovanje na mnoge stanične komponente 

kao što su DNA, lipidi i proteini, te uzrokovati brojna oštećenja. Reakcije slobodnih radikala 

lančane su i oštećenje se povećava (6). ROS je zajednički naziv za slobodne radikale koji 

sadrže jedan nespareni elektron zbog čega su jako reaktivni (superoksidni, hidroksilni, 

peroksilni radikal), ali i ne-radikale kao što su vodikov peroksid, singlet kisik i hipoklorit. 

ROS u organizmu nastaju rekacijama autooksidacije, na respiracijskom lancu, u enzimatskim 

reakcijama gdje dolazi do redukcije kisika, ali i u upalama gdje leukociti oslobađaju veliku 

količinu reaktivnih kisikovih spojeva (6). Reakcije stvaranja ROS-a kataliziraju i neki enzimi 

kao što su mijeloperoksidaza (MPO), peroksidaze, ksantin oksidaze (XO), NADPH oksidaza, 

ali i neki metali kao što su bakar (Cu) i željezo (Fe). Bitan su čimbenik i egzogeni utjecaji: 

pušenje, alkohol, korištenje protuupalnih lijekova, kronične infekcije, pesticidi, teški metali 

(arsen, živa, olovo) (10). 

Upravo zbog tih svojstava, ako je u stanicama došlo do oksidativnog stresa, odnosno 

neuravnotežene neutralizacije ROS-a, nastaju mutacije, poremećena građa aminokiselina i 

membrana, hidroksilacija DNA, pojačana apoptoza stanica (7), što može dovesti do kroničnih 

bolesti kao što su Huntingtonova, Alzheimerova i Parkinsonova bolest, ali i pojave 

ateroskleroze i kardiomiopatija (6). 
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1.3. Antioksidansi 

 

Naš organizam razvio je način borbe protiv reaktivnih kisikovih spojeva i oksidativnog stresa 

pomoću antioksidansa, čija je uloga neutralizacija slobodnih radikala prekidanjem lančane 

reakcije koju stvaraju slobodni kisikovi radikali ili „scavenging-om“, odnosno hvatanjem 

slobodnih radikala ili prevencijom oksidacije (8). Antioksidansi sprječavaju oštećenje stanica 

ROS-a tako da se oni sami oksidiraju.  

Dijele se u enzimatske antioksidanse (superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza) 

ili neenzimatske (vitamin E, askorbinska kiselina, flavonoidi) (6). 

Neenzimatski antioksidansi mogu biti metaboličkog podrijetla ili nutritivnog, odnosno 

endogenog ili egzogenog. Svim je antioksidansima zajednička zadaća sprječavanje oksidacije 

i oštećenja organizma, samim time i sprječavanje bolesti koje nastaju potpomognute 

reaktivnim kisikovim spojevima kao što su kardiovaskularne bolesti, hipertenzija, dijabetes i 

kronične upalne bolesti. 

1.3.1. Egzogeni antioksidansi 

 

Vitamin C ili askorbinska kiselina ključan je za čovjeka, ali ga čovjek ne proizvodi unutar 

vlastitog organizma, stoga se unosi u organizam hranom ili nadomjesnom terapijom kako ne 

bi došlo do skorbuta. Skorbut je bolest deficijencije vitamina C koja dovodi do oštećenja 

stanica i karakterističnih simptoma koji mogu dovesti do smrti ako se ne liječi. Vitamin C ima 

ulogu u cijeljenju rana, obrani od infekcija (stimulira proizvodnju leukocita), djeluje kao 

neurotransmiter kateholamina, djeluje i kao antioksidans, tako da je donor elektrona 

spojevima kako bi spriječio njihovu oksidaciju (6). 

Vitamin E također ima antioksidativnu aktivnost. Djeluje tako da spriječava lipidnu 

peroksidaciju, ali isto tako ima i mogućnost reduciranja željeza i bakra, gdje djeluje kao pro-

oksidans. Također kao egzogeni antioksidansi bitni su i elementi u tragovima poput cinka, 

bakra, željeza, selena. Oni su kofaktori određenih enzima koji oksidiraju ROS, zatim 

flavonoidi koji inhibiraju ksantin oksidazu te neke druge ROS-katalizirajuće enzime (6, 12). 
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1.3.2. Enzimi kao endogeni antioksidansi 

 

Superoksid dizmutaza (SOD) enzimatski je endogeni antioksidans koji s metalnim ionom vrši 

dismutaciju superoksida u kisik i vodikov peroksid. 

Glutation peroksidaza (GPX) pretvara glutation u oksidirani glutation i pri tome reducira 

vodikov peroksid u vodu, a lipidne perokside u alkohol. 

Katalaza je hemski enzim koji pretvara vodikov peroksid u vodu i kisik, a nalazi se u 

peroksisomima (11). 

Osim enzimatskih endogenih antioksidansa postoje i neenzimatski poput glutationa, 

tioredoksina i melatonina. 

 

1.4. DPPH metoda 

 

DPPH je metoda koju je osmislio Blois 1958. godine, koja je jednostavna, jeftina i brza, a čija 

je zadaća odrediti antioksidativni potencijal različitih spojeva korištenjem stabilnog 

slobodnog radikala 2,2-difenil-pikrilhidrazila. Mjeri se „scavenging“ ili hvatanje 

antioksidansa, odnosno njegova sposobnost reduciranja radikala dodavanjem vodikovog iona 

(9). Određivanje sposobnosti neutralizacije mjeri se spektrofotometrijski. DPPH u otopini 

metanola pokazuje jaku apsorbanciju pri 518 nm i ljubičaste je boje upravo zbog nesparenog 

elektrona. Međutim, nakon dodavanja uzorka, derivata ferocena otopljenog u DMSO-u, dolazi 

do redukcije DPPH-a dodavanjem vodika i sparivanjem elektrona nastaje DPPH-H oblik, što 

rezultira odbojavanjem zbog nastanka stabilne molekule. Boja otopine mijenja se iz ljubičaste 

u žutu, čime se dobiva vizualni dokaz antioksidativne aktivnosti derivata ferocena (9). 

Koristi se za dokazivanje antioksidativnog potencijala antioksidansa iz hrane, enzima, 

neenzimatskih antioksidansa kao što su derivati ferocena korišteni u ovome radu. 
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Slika 2. DPPH radikal i njegov stabilni oblik (9) 
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2. CILJ 

 

U ovom istraživanju postavljeni su sljedeći ciljevi: 

- Ispitati antioksidativni potencijal derivata ferocena.  

- Utvrditi povezanost između strukture i antioksidativnog potencijala derivata ferocena 

te definirati supstanciju koja ima najveći antioksidativni potencijal. 
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3. MATERIJALI I METODE 

3.1. Materijali 

 

3.1.1. Ispitivani spojevi 

 

Derivati ferocena pripravljeni su u Zavodu za organsku kemiju Fakulteta kemijskog 

inženjerstva i tehnologije Sveučilišta u Zagrebu. Neposredno prije testiranja pripremljene su 

„stock“-otopine novosintetiziranih spojeva koncentracija (1 x 10
-2

mol/dm
3
) u DMSO-u. 

Radna koncentracija od 0,2mol/dm
3
 dobivena je razrijeđenjem „stock“-otopine u vodi. 

 

3.1.2. Kemikalije 

 

U istraživanju su korišteni metanol, standard eskuletin, DMSO, 18 novosintetiziranih derivata 

ferocena, DPPH (2,2-difenil-pikrilhidrazil). 

DMSO (dimetilsulfoksid) korišten je kao otapalo za pripremu „stock“-otopina ferocena. 

Metanol (CH3OH) je korišten za otapanje DPPH-a i kao slijepa proba u spektrofotometru. 

Eskuletin (6,7-dihidroksikumarin) se koristio kao standard za spektrofotometriju. 

DPPH (2,2-difenil-pikrilhidrazil) je stabilni slobodni radikal korišten kao sredstvo reagiranja 

antioksidansa, odnosno derivata ferocena te se on reducira dodavanjem vodika. 
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3.2. Metode 

 

3.2.1. Određivanje antioksidativnosti DPPH metodom 

 

Pripremljene su „stock“-otopine novosintetiziranih spojeva koncentracija (1 x 10-2mol/dm
3
) u 

DMSO-u. Radna koncentracija od 0,2mol/dm
3
 dobivena je razrijeđenjem „stock“-otopine u 

vodi. DPPH je otopljen u metanolu u koncentraciji od 100µmol/dm
3
. Za mjerenje 

antioksidativnog potencijala treba dodati volumene od 0,5cm
3
 svakog reagensa, čime se 

dobije ukupni volumen od 1cm
3
. Antioksidativna aktivnost mjeri se spektrofotometrijski na 

518 nm, gdje se kao slijepa proba koristi metanol, a kao standard eskuletin. Vrijednosti se 

prate u vremenima 𝑡0 = 0 minuta, 𝑡1 = 30 minuta i 𝑡2 = 60 minuta. U ovom istraživanju 

korišten je spektrofotometar tvrtke PerkinElmer, model Lambda 25. 

Antioksidativna aktivnost izmjerena tom metodom izražava se preko RSC vrijednosti, što je 

kapacitet „hvatanja“ radikala ili Radical Scavenging Capacity, koji se mjeri jednadžbom: 

 

 

𝑅𝑆𝐶 = 100 −
𝐴𝑢𝑧 𝑥 100

𝐴𝑠𝑝
 

 

 

Gdje je Auz apsorbancija uzorka 

Asp apsorbancija slijepe probe 

 

Spektrofotometar tvrtke PerkinElmer, model Lambda 25 automatski oduzima apsorbanciju 

slijepe probe od apsorbancije uzorka.
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4. REZULTATI 

 

Prema izmjerenoj apsorbanciji 18 derivata ferocena koji su korišteni u ovom istraživanju 

određen je postotak „hvatanja“ („scavenging-a“) radikala derivata ferocena tijekom 0, 30 i 60 

minuta (Tablica 1.). 

 

Tablica 4.1. Prikaz postotka hvatanja slobodnih radikala („scavenging-a“) u zadanom 

vremenu 

 
% hvatanja radikala 

 
spoj\t(min) 0 30 60 

Eskuletin 91,59 91,86 91,94 

X-3 71,13 75,82 77,66 

X-38 67,97 70,54 71,77 

X-39 66,59 69,08 70,63 

XI-5 60,44 62,74 66,19 

XI-12 78,54 80,19 80,06 

XI-20 64,36 65,64 66,09 

XI-21 72,97 77,02 78,29 

XI-24 77,42 80,3 82,1 

XI-25 77,06 80,89 82,79 

XI-26 77,36 79,37 82,1 

XI-27 58,32 62,66 68,11 

XI-31 63,33 63,8 64,38 

XI-34 57,73 60,98 62,14 

XI-35 65,93 68,23 69,27 

XI-38 73,02 74,46 74,36 

XI-39 73,8 74,4 73,74 

XI-40 75,06 76,42 76,42 

XI-41 71,07 72,64 73,15 
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S obzirom na postotak „scavenging-a“ derivati su pokazali različite antioksidativne 

potencijale. XI-24 (t0 = 77,42 %) pokazao je najbolji antioksidativni potencijal, a XI-34 (t0 = 

57,73 %) najlošiji u usporedbi sa standardom eskuletinom (t0 = 91,59 %) (Slika 3.) 

 
Slika 3. Prikaz antioksidativnog potencijala eskuletina, derivata XI-24 i XI-34 

 

 

Ovisno o hidrofilnosti i topljivosti određenog spoja u H2O uočene su razlike između pojedinih 

mjerenja (nakon 0, 30 i 60 minuta) istog derivata ferocena, posebice kod XI-27 i XI-5 (Slika 

4.). 

 

 

Slika 4. Prikaz različitog antioksidativnog potencijala
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5. RASPRAVA 

 

ROS-reaktivni kisikovi spojevi koji nastaju u oksidativnom metabolizmu sadrže jedan 

nespareni elektron koji te slobodne radikale čini jako reaktivnima. Stupaju u reakcije sa 

stanicama i tkivima oštećujući DNA, lipide i proteine (6). Kako bi se njihovo štetno 

djelovanje suzbilo dolazi do neutralizacije antioksidansima (10) koji imaju ulogu hvatanja 

slobodnih radikala i reduciranja sparivanjem elektrona. Korištenjem DPPH metode ispitivan 

je antioksidativni potencijal 18 derivata ferocena i uspoređen sa standardom eskuletinom. 

Utvrđeno je kako svi derivati imaju antioksidativni učinak, ali se njihov antioksidativni 

potencijal razlikuje. 

Standard eskuletin je imao najbolji antioksidativni učinak s vrijednostima u t0=91,59 %, 

t1=91,86 % i t2= 91,94 %. Uspređujući rezultate derivata ferocena sa eskuletinom utvrđeno je 

da najbolji antioksidativni potencijal u t0 vremenu imaju derivati XI-12 (78,54 %), XI-24 

(77,42 %) i XI-26 (77,36 %). Za razliku od njih, derivati  XI-5 (60,44 %), XI-27 (58,32 %) i 

XI -34 (57,73 %) pokazuju slabije učinke. Spojevi iste koncentracije, ali različite strukture su 

pokazali različit kapacitet „hvatanja“ radikala (RSC) koji je ovisan o strukturi i dokazuje da 

radikali koji se nalaze na osnovnoj strukturi značajno utječu na antioksidativni potencijal. 

Provedenim istraživanjem je dokazano da derivati ferocena povezani s aminskim, amidnim i 

hidrazinskim skupinama imaju veći postotak hvatanja slobodnih radikala uvjetovan položajem 

i strukturom skupina, što je i pokazano u rezultatima istraživanja Zhang i sur. i Khaleef i sur. 

(13,14). Slični rezultati dobiveni su i u studijama provedenim od strane S. Benabdesselama i 

T. Lanez u kojima je je pokazano da 2-nitrofenilferocen i 4-nitrofenilferocen imaju značajan 

antioksidativni  potencijal, dok je 2-nitrofenilferocen imao veći „scavenging“ čak i od 

standarda (α-tokoferol) korištenog u studiji (15). 

Osim kapaciteta „hvatanja“ radikala (RSC) kojim je određena antioksidativna aktivnost važno 

je napomenuti da je u ovom istraživanju  antioksidativni potencijal bio ovisan i o topljivosti 

derivata ferocena u vodi. Derivati poput XI-5 ( 60,44 %, 62,74 %, 66,19 %) i XI-27 (58,32 %, 

62,66 %, 68,11 %) su pokazali manji kapacitet „hvatanja“ radikala (RSC) budući da su slabije 

topljivi u vodi zahvaljujući lipofilnim skupinama povezanim s osnovnom ferocenskom 

strukturom.
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ZAKLJUČAK 

 

Na temelju provedenog istraživanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeći zaključci: 

- Derivati ferocena imaju antioksidativni potencijal. 

- Antioksidativni potencijal ovisi o strukturi derivata ferocena. 

- Antioksidativni potencijal ovisi o topljivosti određenog derivata ferocena u vodi.  
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6. SAŽETAK 
 

Antioksidativni učinak novosintetiziranih derivata ferocena 

 

Uvod: Derivati ferocena potencijalno mogu imati veliku antioksidativnu aktivnost koja se 

mjeri DPPH metodom te bi se mogli koristiti u liječenju bolesti uzrokovanih ROS-om. 

 

Cilj: Ispitati antioksidativni potencijal derivata ferocena, utvrditi povezanost između strukture 

i antioksidativnog potencijala derivata ferocena te definirati supstanciju koja ima najveći 

antioksidativni potencijal. 

 

Materijali i metode: 18 derivata ferocena ispitivanih pomoću DPPH metode koja određuje 

antioksidativni potencijal tako da se radikal DPPH neutralizira antioksidansom i dolazi do 

promjene boje koja se mjeri spektrofotometrijski pri 518 nm.  

 

Rezultati: Najveći postotak „scavenging-a“ pokazuju derivati XI-12, XI-24 i XI-26, a 

najmanji XI-5, XI-27 i XI-34 zbog razlika u strukturi i topljivosti u vodi. 

 

Zaključak: Svi derivati pokazuju antioksidativni učinak koji ovisi o strukturi i topljivosti 

samog derivata. 

 

Ključne riječi: ferocen, antioksidativni potencijal, ROS 
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7. SUMMARY 
 

 

Antioxidant activity of newly synthesized derivatives of ferrocene 

 

Introduction: Derivatives of ferrocene show potentially high antioxidant activity, which is 

measured with DPPH method and could be used in treating ROS-induced diseases. 

 

Objective: The aim of this study was to test the antioxidant potential of ferrocene derivatives, 

to establish the connection between structure and antioxidant potential of ferrocene 

derivatives and to define the substance which has the highest antioxidant potential. 

 

Materials and Methods: 18 ferrocene derivatives were tested with DPPH method, which 

defines the antioxidant potential by neutralizing DPPH radical with antioxidant and thus 

changes colour, and is measured at 518 nm by spectrophotometry. 

 

Results: Highest percentage of scavenging was shown in XI-12, XI-24 and XI-26 derivatives, 

while in XI-5, XI-27 and XI-34 it was the lowest; because of differences in structure and 

solubility in water. 

 

Conclusion: All derivatives show antioxidant effect, which varies due to structure and 

solubility. 

 

Key words: ferrocene, antioxidant potential, ROS 
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