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SAZETAK

U ovom radu predstavljen je pregled najvaznijih literaturno dostupnih radova o primjeni click-

kemije u pripravi sol-gel materijala.

Click-kemija je pojam kojeg je 2001.godine Karl Barry Sharpless uveo u podruéje organske
kemije, navode¢i da su to sintetske reakcije vrlo visokog iskoriStenja i Sirokog opsega
primjene. Click reakcije su stereospecifi¢ne, provode se u blagim laboratorijskim uvjetima i
ekoloski prihvatljivim otapalima. lako se ovaj sintetski postupak primarno razvio u
farmaceutske svrhe, danas se sve vise koristi u razli¢itim istrazivackim podru¢jima. Osim
organske sinteze, jednostavne click reakcije pronalaze primjenu u podrucju kemijskih senzora

ili istrazivanju i razvoju novih funkcionalnih materijala.

Funkcionalni materijali se opcenito karakteriziraju kao materijali sa odredenim prirodnim
svojstvima i funkcijama — na primjer feroelektri¢nost i piezoelektri¢nost, a jako je vazno i
skladistenje energije. Funkcionalni materijali mogu biti keramika, metali, polimeri i sli¢cno. U
danasnje moderno doba ova vrsta materijala poprima sve veéu vaznost zbog Siroke uporabe u
raznim elektroni¢kim ili optoelektronickim uredajima te kemijskim senzorima, stoga podrucje
njihovog istraZivanja i razvoja neprestano raste. Jedan od najéeSc¢e koriStenih nacina priprave
funkcionalnih materijala je sol-gel postupak, pri ¢emu se uporabom jednostavnih i brzih
metoda click kemije moze omoguciti stvaranje Sirokog spektra sol-gel matrica, razli¢itih

funkcija i primjena.

U ovom radu su stoga predstavljeni silika-materijali (mezoporne silike, mezoporne silika
nanocCestice (MSN), periodicke organosilike (PMO) 1 monoliti) pripravljeni ili
funkcionalizirani click reakcijama. Pripravljeni materijali su primijenjeni u razli¢ite svrhe, s
naglaskom na opticke kemijske senzore za metalne ione. Diskutirane su prednosti i mane

postojecih click sol-gel materijala te su navedene daljnje smjernice istrazivanja.



SUMMARY

This paper shows an overview of the most important literature available on the topic of click-

chemistry in the preparation of sol-gel materials.

Click-chemistry was introduced by Karl Barry Sharpless in 2001 as a simple and
environmentally friendly synthetic reactions with a very high yield and wide scope of
applications. Click reactions are stereospecific, easy to perform in mild laboratory conditions
and mild solvents such as water. Although this procedure was primarily developed for
pharmaceutical applications, today it is gaining interest of scientists in different research
areas. Alongside organic synthesis, simple click reactions are used in the area of chemical

sensors and in the research and development of new functional materials.

Functional materials are characterized as materials with specific natural properties and
functions. For example: ferroelectricity, piezoelectricity and energy storage. Functional
materials can be ceramics, metals, polymers or similar. In today’s modern age these types of
materials are gaining greater importance because of the increasing application in electronic
and optoelectronic devices. One of the most used ways of functional material preparation is
the sol-gel method. Within sol-gel method, click reactions can be used as a simple and quick

path to create a wide spectum of sol-gel matrices with varying functions and applications.

Therefore, this paper shows silica-materials (mesoporous silica, mesoporous silica
nanoparticles (MSN), periodic mesoporous organosilicas (PMO), and monolithes) prepared or
functionalized by click reactions. Prepared materials are applied in various fields, with a
special focus on optical chemical sensors for metal ions. The advantages and disadvantages of

existing click sol-gel materials are discussed, and further research guidelines are stated.
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1. UvOD

Sol-gel proces je poznat jo§ od 1800.-tih godina, ali je njegova svestranost ponovo otkrivena
70.-tih godina 20. stoljeca. Sol-gel postupak u uzem smislu obuhvaca reakcije hidrolize i
kondenzacije metalnih alkoksida, pri ¢emu nastaje neprekinuta trodimenzijska metaloksidna
koloida u sol-gel postupku su metalni alkoksidi (TMSO i TEOS) te metalni kloridi, a reakcije
stvaranja polimerne mreze obuhvacaju hidrolizu 1 kondenzaciju. Proces se naj¢esce koristi za

stvaranje zastitnih prevlaka, tankih filmova i vlakana [1].

Primjena click-reakcija na sol-gel je relativno novo podrucje istrazivanja, obzirom da je sam
pojam click-kemije otkriven 2001. godine [2]. Uporabom click reakcija se u blagim, ekoloski
prihvatljivim uvjetima mogu pripraviti materijali za ¢iju su se pripravu inace koristila Stetna
otapala i ostri laboratorijski uvjeti. Takoder, click reakcije omogucavaju inkorporiranje
funkcionalnih jedinica uz oc¢uvanje anorganskog kostura sol-gel materijala, a sama priprava
takvog funkcionalnog materijala je puno brza od konvencionalnih metoda priprava.
Istrazivanje funkcionalnih materijala je esencijalno u modernom dobu kako bi znanost $to
viSe napredovala. Bez istrazivanja ne bi bilo moguce otkriti kako materijali zapravo imaju
velik potencijal u razli¢itim podrucjima, a sve to uz samo neke jednostavne strukturne
preinake [3]. Tako su na primjer click-kemijom pobolj$ani materijali za razne svrhe (kemijski
senzori, optoelektronicki uredaji, vezanje enzima na povrSinu materijala kako bi bila

omogucena kataliza 1 drugo).

U ovome radu su prikazani primjeri radova za dvije vrste click-reakcija: Cu(l)-katalizirana
azid-alkin i tiol-,,en* reakcija i silika-materijali (mezoporne silike, mezoporne silika
nanocestice (MSN), periodicke mezoporne organosilike (PMO) i monoliti) pripravijeni ili
funkcionalizirani click reakcijama. Pripravljeni materijali su primijenjeni u razli¢ite svrhe, s
naglaskom na opticke kemijske senzore za metalne ione. Diskutirane su prednosti i mane

postojecih click sol-gel materijala te su navedene daljnje smjernice istrazivanja.



2. OPCI DIO

2.1. SOL-GEL PROCES

2.1.1. Sol-gel postupak

Sol-gel postupak u uzem smislu obuhvaca reakcije hidrolize i kondenzacije metalnih
alkoksida, pri ¢emu nastaje neprekinuta trodimenzijska metaloksidna mreza [4]. Reakcije

hidrolize mogu biti katalizirane kiselinom ili bazom, kao sto je prikazano na Slici 1.
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Slika 1. Shema sol-gel procesa kataliziranog A) kiselinom i B) bazom.

Prvi je korak sol-gel sinteze hidroliza SiO-R veze (1), pracena kondenzacijom uz izdvajanje
vode (2) ili alkohola (3):

-Si-OR + H,0—Si-OH + ROH (1)

-Si-OH + HO-Si—H20 + -Si—-O-Si- (2)

-Si-OR + HO-Si—ROH + -Si—0-Si- (3)

Kad hidroliza zapocne, sve tri reakcije teku usporedno do nastanka gela, neprekinute silicij-
oksidne mreze kroz cijeli obujam otopine. U trenutku nastanka gela materijal postaje krut, tj.

viSe ga se ne moze oblikovati ulijevanjem u kalup ili nanoSenjem na podlogu kao prevlake.



Stoga je pracenje stupnja kondenzacije alkoksida i poznavanje tocke geliranja nuzno.
Nastankom gela reakcije se ne prekidaju, vec se gel nastavlja granati daljnjim stvaranjem Si—

O-Si veza, sto se naziva starenjem gela [4]. (Slika 2.)
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Slika 2. Prikaz nastajanja gela [5].

Sol-gel postupkom se dobivaju opticki, elektronski, zastitni ili porozni tanki filmovi i
prevlake, monolitski gelovi, smjese anorgansko-organskih hibrida, porozni gelovi i membrane
te aerogelovi i kserogelovi velike vaznosti. Na Slici 3. se mogu vidjeti razli¢iti produkti sol-
gel procesa. Velika je prednost $to se dobivaju homogeni materijali visoke ¢istoce, a njihova

priprema je omogucena pri relativno niskim temperaturama.
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Slika 3. Shema sol-gel procesa za razli¢ite produkte [6].

2.1.1. 'Sol'i'gel

Sol se moze definirati kao koloidna suspenzija-prema IUPAC-u: disperzija jedne faze,
veli¢ine 1nm-1pum, u drugoj fazi [7]. Disperzna faza je ¢vrsta, a disperzno sredstvo je tekuce.
Gel je ¢vrsta mreza s porama submikrometarskih dimenzija sa polimernim lancima ¢ija je

prosje¢na duljina ve¢a od mikrometra [8].

2.1.2. Prekursori

Pocetna komponenta (prekursor) iz koje se pripravlja koloid se sastoji od metala okruzenog

ligandima. Metalni alkoksidi su dobri prekursori jer dobro podlijeZzu reakciji hidrolize:

M(OR)s + H20 — HO-M(OR)s + ROH [8].



U sol-gel sintezi se naj¢esce rabe alkoksidi silicija, aluminija, cirkonija i titanija ¢ija kemijska
aktivnost ovisi o metalu i1 veli¢ini alkoksidne skupine [4]. Najcesce koristeni silicijevi
alkoksidi ili alkoksisilani su tetrametoksisilan (TMQOS), i tetraetoksisilan (Slika 4.) (TEQS),
¢ijom hidrolizom i kondenzacijom nastaje SiO, mreza [9]. Nastajanje SiO, mreze je prikazano

na Slici 5. [4].

Slika 4. Strukturne formule TEOS-a [Si(OC,Hs),] i TMOS-a, [Si(OCHz)4] [10].
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Slika 5. Shema kondenzacije hidroliziranih silicijevih alkoksida: I. nastajanje ciklicke
strukture, 1. nastajanje trodimenzijske SiO; Cestice, III. rast Cestica IV. povezivanje u

trodimenzijsku neprekinutu mrezu, gel.

Osim alkoksidnih prekursora, postoje i nealkoksidni prekursori, a to su naj¢e$¢e anorganske
soli - nitrati, Kloridi ili organske soli - acetilacetoni i acetati. Kori$tenje tih prekursora
ukljucuje 1 drugaciju kemiju procesa koja donosi mnoge probleme kao Sto su uklanjanje

aniona iz sustava, a opcenito se mogu ocekivati produkti razli¢itih kemijskih i fizikalnih
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svojstava i drugacijih mikrostruktura od onih pripremljenih metalnim alkoksidima [11].
Upravo zbog razli¢itog mehanizma reakcija, u ovom radu su obradeni samo reakcije sa
alkoksidnim prekursorima.

Sol-gel proces ima i nekoliko negativnih strana kao $to su: skupi sirovi materijali, skupljanje
materijala prilikom sinteze, koristenje Stetnih otapala te dugotrajnost samog procesa [6]. Kako
bi reakcije bile ekoloski prihvatljive i brze, primjenjuje se click-kemija u sol-gel

materijalima.

2.2. CLICK-KEMIJA

Click kemija podrazumijeva niz brzih i visoko-iskoristivih reakcija kojima se molekule
spajaju u cjelinu. Takve reakcije su Sirokog podruéja primjene, stereospecifiéne su, a koriste
se blagi reagensi te blaga otapala koja se lako uklanjaju (najée$¢e voda). Reakcije su
ireverzibilne i termodinamicki povoljne - egzotermne [12]. Moguci sporedni produkti nisu
Stetni, a uklanjaju se nekromatografskim metodama [13]. Click-reakcije se mogu podjeliti u 4

skupine:
1) cikloadicijske reakcije: Huisgen, 1,3-dipolarne te Diels-Alderove;
2) nukleofilne reakcije otvaranja prstena (najcéesce epoksida i aziridina);
3) kemija nealdolnih karbonila (dobivanje uree, oksima i drugih) i

4) reakcije adicije na viSestruke veze ugljik-ugljik (tiol-,en” reakcije, reakcije
Michaelove adicije) (Slika 6.) [14] .

Primjena click-kemije u kemiji materijala je omogucila ne samo olakSanu i brzu
sintezu materijala (polimera, dendrimera, gelova, nanomaterijala i drugih) ve¢ i njihovu

jednostavnu modifikaciju uz prosirenje funkcionalnosti [15].
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Slika 6. Vrste click-reakcija [16].

U ovom radu je predstavljen pregled literaturno dostupnih radova o sol-gel materijalima koji
se temelje na CUAAC 1,3-dipolarnim i tiol-,,en* click-reakcijama, stoga su navede vrste

reakcija poblize opisane u idu¢im poglavljima.

2.2.1. Cu(l)-katalizirane azid-alkin cikloadicije (CUAAC)

CUuAAC su tipi¢ne click-reakcije kojima se sintetiziraju 1,2,3-triazoli uz bakar (1) kao
katalizator. Cu(l)-katalizirane azid-alkin cikloadicija se ¢esto koristi u organskoj sintezi te
kemiji polimera, ali i u kemiji materijala i razvoju lijekova [17]. Mehanizam CuAAC reakcije
je prikazan na Slici 7 [18]. Za razliku od 1,3-dipolarne cikloadicije kojom se dobije smjesa
dva izomera, Cu(l)-katalizirana reakcija je stereospecifi¢na i daje samo jedan produkt (Slika
8.) [19].
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Slika 7. Mehanizam Cu(l)-kataliziranne 1,3-dipolarne reakcije [18]
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Slika 8. 1,3-dipolarna cikloadicija alkina i azida uz povisenu temperaturu i Cu(I)-katalizirana

reakcija

Cu(l)-katalizirane reakcije se koriste u biomedicini te za sintezu: dendimera (visoko

razgranatih molekula), funkcionalnih kopolimera, homogenih hidrogelova i enzimskih
inhibitora.



Velika mana CuAAC reakcija je toksicnost bakra(Il) na zive organizme ¢ak i u tragovima, a

time se limitira koriStenje reakcija u materijalima sa bioloskom funkcijom.

2.2.2. Tiol-,en* click reakcije

Reakcije tiola i alkena imaju mogo prednosti u click reakcijama, kao Sto je velika
brzina reakcije, blaga otapala te veliki koncentracijski opseg i neosjetljivost na okolinu
(primjerice prisutnost vode ili kisika). Tiol-,,en* reakcija dobivanja alkil sulfida se moze
provesti na dva na¢ina od kojih je jedan putem slobodno-radikalske reakcije (najcesce se
provodi pod UV-zre¢enjem), a drugi je nac¢in Michaelovom adicijom uz katalizator (Slika 9.)
[20]. Moguc¢a je i kombinacija slobodno-radikalskog mehanizma sa Michaelovom adicijom
(Slika 10.)

H\ /R' a)Slobodno-radikaIska Iil ITI
ROSH + C=C( T ROSTGGR
atalizator
H H H H

Slika 9. Tiol-,,en reakcija uz: a) slobodno-radikalski mehanizam, b) Michaelovu kataliticku

adiciju.
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Slika 10. Nastajanje reaktanta sa dvije funkcionalne skupine tako da nastane intermedijer sa
jednom funkcionalnom skupinom pomocu radikalske tiol-,,en* reakcije, a zatim se

intermedijer prevodi u produkt pomo¢u Michaelove tiol-,,en” adicije [21].

Kao i CUAAC reakcije, tiol-,,en* reakcije su takoder visokoiskoristive reakcije koje daju jedan

produkt. Osim toga, kod tiol-,,en” reakcija nema opasnosti od toksi¢nosti. Primjenjuju se za



pripravu senzora (optickih senzora) ili u biomedicini, a upravo zbog neosjetljivost na kisik i

zrak, tiol-,,en” reakcije su vrlo vazne u istrazivanju biomaterijala [22].

2.3. PRIMJENA CLICK KEMIJE U SOL-GEL MATERIJALIMA

Click-kemija se u sol-gel materijalima moze primjenjivati na razlicite nacine:

e Priprema prekursora za daljnju sintezu sol-gel postupkom: priprema organosilana koji
su osjetljivi na vodu je najefikasnija pomo¢u CuAAC click reakcije koja se moze

odvijati i u bezvodnim uvjetima

e Modifikacija ve¢ postoje¢eg materijala uz neku od click-reakcija: kovalentno vezanje
organskih molekula na sol-gel materijale je u proslosti bilo jako ograni¢eno jer su se
morali koristiti ostri uvjeti reakcija koji nisu bili ekoloski prihvatljivi. Click-kemija je

omogucila jednostavniju i ekoloski prihvatljiviju modifikaciju sol-gel materijala [23].

e Ubrzavanje dugotrajnog procesa: sol-gel procesi koji traju viSe sati se skracuju na

proces u trajanju od samo nekoliko minuta.

U literaturi pod kljuénim rijec¢ima ,,click chemistry“ i ,sol gel“ pronadeno je petnaest
znanstvenih radova od interesa, u kojima se primjenjuje click-kemija za nastajanje sol-gel
materijala. Najvec¢i broj radova je publiciran zadnjih 7 godina §to znaci da je ovo novo i
neistrazeno podrucje, sa jo§ puno prostora za napredak. Radovi su u daljnjem tekstu
predstavljeni kroz nekoliko poglavlja prema tome koja je vrsta click-reakcije koriStena u radu

i prema tome koja je vrsta materijala modificirana ili nastaje.
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3. PREGLEDNI DIO

3.1. Primjena cuaac u sol-gel materijalima

Organsko-anorganski hibridni materijali to¢no odredenih svojstava se cCesto dobivaju
kombinacijom bioloskih ili organskih funkcionalnih jedinica i sol-gel materijala. Modifikacija
se moze odvijati nakon sinteze materijala ili tijekom sinteze materijala (sukondenzacija)
(Slika 11.). Problem kod sukondenzacijske sinteze je to §to morfologija i tekstura jako ovise o
koncentraciji organosilana, pa je naj¢es¢e ponovno potrebna modifikacija nakon sinteze kako
bi se omogucila Zeljena svojstva (funkcionalnost) uz pomo¢ organskih molekula na povrsini
silika materijala. Velika je prednost ove metode ocuvanje teksture pocetnog materijala, ali u
procesu se koriste vrlo visoke temperature (~110° C). Kako se reakcije ne bi odvijale pri
visokim temperaturama, koriste se click-reakcije. Od 2008. godine se CuAAC (Cu(l)-
katalizirana azid-alkin cikloadicija) koristi na materijalima od silike kako bi se, primjerice,
katalizatori kovalentno i homogeno vezali na amorfni silika materijal ili kako bi se proteini

vezali na velike pore kao $to ih ima SBA-15 [24].

Specificne primjene sol-gel materijala pripravljenih click-kemijom su opisane u idué¢im

poglavljima.

| a nakon sinteze

m} grupirana distribucija
A

5i5; i* i
i click
—_—
kondenzacija TMOS-a F 1€ 7‘:;:
ili TEQS-a | {RO),S5 Y
|

< i b sukondenzacija E

sukondenzacija

TMOS-a ili TEOS-a
+

(RO),Si

Gasie

Slika 11. Modifikacija sol-gel materijala a) nakon sinteze i b) sukondenzacijom [25].
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3.1.1. Priprema sol-gel prekursora pomocu click kemije

Posto su organo-trialkoksisilani kljuc¢ni intermedijeri za sintezu hibridnih materijala sa
funkcionalnim organosilikatnim skupinama, a osjetljivi su na vodu, reakcije dobivanja
organotrialkoksisilana se moraju odvijati u bezvodnim uvjetima. Takoder je pozeljno
izbjegavati kromatografske separacijske tehnike [26]. Stoga se razvila tehnika Cu(l)-
katalizirane azid-alkin cikloadicije (CUAAC) u bezvodnim, neprotonskim otapalima za
sintezu sol-gel prekursora (Slika 12., Put A). Moguce je prvo formirati mezoporozni materijal

sol-gel procesom koji zatim podlijeze click CUAAC reakciji (Slika 12., Put B)

Put A
~SI(OEt) PutB

o
/ organosilan \
CuAAC Sol-Gel

(E10),S1 Q_\%\
R

s

z O

Sol-Gel c AA<:f JJ§{D
\ /‘/}P

@ [ = skupinz kojz podlijeze
click-reakciji
V‘ﬁ :
= funkcionalnost

{:}= organosilikat
Funkcionalni hibrid silika [nanotestica,film...)

ANN

Slika 12. Pristupi sinteze funkcionalnog silika hibrida kombinacijom sol-gel i CUAAC

reakcija.
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Burglova i suradnici su proveli CUAAC reakciju sa 3-azidopropil trietoksisilanima (AzPTES-
ima) (Slika 13.) za dobivanje organotrietoksisilana osjetljivih na vodu koji dalje sluze u
sintezi funkcionalnih organosilikata (npr. nanocestica, sol-gel prekursora, tankih filmova i

senzora) [26].

(RO);Si” ™""N,
AzZPTES (R=Et)

Slika 13. Strukturna formula AzPTESa.

U svojem radu iz 2010. godine, Moitra i suradnici su takoder istrazili CUAAC reakcije

CuBr(PPhs)z kompleksa sa AzPTES-ima i fenilacetilenom u raznim uvjetima (Slika 14.)

N —_
Ph 3 CuBr(PPhy); N=N"" sioE,

+ - \N
\\ (EtO)3SiJ)1)3 LN F’hA/ +,

2a

Vrileme  Konverzija

Ulaz  Katalizator (%)  Temperatura reakciie (%)

1 1 sobna temp. 15 h 100
2 0.5 sobna temp. 24 h 100
3 0.3 sobna temp. 30 h 67
4 0.5 50 °C 3h 100
5 0.5 100 °C 5 min 100
6 0 100 °C 5 min 0

Slika 14. Optimizirani uvjeti CUAAC reakcije AzPTES-a i fenilacetilena.

Na Slici 14. se uocava da je 2a produkt nastao nakon 15 sati uz 1% katalizatora na sobnoj
temperaturi, a trajanje reakcije se povecalo na 24 sata uz 0,5% Kkataliatora. Dodatnim
smanjenjem koli¢ine katalizatora na 0,3% se nije mogla posti¢i 100%-tna konverzija ¢ak ni u

30 sati. Podizanje temperature na samo 50C je reakciju skratilo s 24 sata na samo 3 sata, a uz
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mikrovalno zracenje pri 100C trajanje reakcije je svega 5 minuta. Bez Cu-katalizatora se

reakcija uopée ne odvija.

Nakon odli¢nih rezultata sa fenilacetilenom, provjeren je opseg reakcije sa drugim
supstratima kroz 5 minuta i 100C mikrovalnog zracenja (Slika 15.): dugacki alkilni lanci
(Slika 15, Ulaz 2) nemaju utjecaja na reaktivnost reakcije. Fenilacetileni sa elektron-
donorskim ili elektron-odvlac¢e¢im skupinama (Slika 15, Ulazi 3 i 4) su takoder kvantitativno
reagirali sa AzZPTES-ima u istim uvjetima, ali fenilacetileni sa alkilnim lancima na krajevima
su reagirali puno sporije ili nisu reagirali u tim uvjetima, morali su se provoditi 48 sati pri
sobnoj temperaturi (Slika 15, Ulazi 6,7,8) Provedene su i reakcije sa funkcionalnim i
reaktivnim skupinama na alkilnim lancima (Slika 15, Ulazi 9,10), te su reakcije uspjes$no

zavrsene s jako visokim iskoriStenjem i bez nusprodukata.
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R

N"—|
N5 CuBr(PPhs); "Q:H
> N
A\ ot mEN RNy,
i Hw, 100°C -
n=3or11 5min 2a Si(OEt)s
Ulaz Produkt Iskoristenje (%)
Si(OFt)
| /f\/ 2a 95
Si(OEt)
2 /k/ M 97
SI{DEt}E_
5.{0&]3
N=N Si(OEt)
5 M/” e 92
3
N=N (OER),
6 VA/”‘H/S A 94
N’;NxN Si(OE)
WM
\ Si(OEt)
N
8 “;\g./’%/ 3 o 9]
l
Si{OEt):
N=N -
4 SI(DET.]E,
10 \/K/n 2 98
HO A N,

Slika 15. Sinteza monosupstituiranih organosilana
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Osim monosupstituiranih organosilana, sintetizirani su i viSesupstituirani organosilani uz
visoko iskoristenje. 1z njih se mogu dobiti 1,7-silirane molekule koje se inace tesko dobiju

zbog kompetitivne ciklizacije 5- odnosno 6-ero¢lanih prstena.

CUAAC reakcija sa AzPTES-ima se pokazala kao jako brza, selektivna, visokoiskoristiva i
izravna metoda za sintezu hibridnih silika sol-gel prekursora uz bezvodne i bezalkoholne
uvjete [27].

3.1.2. Primjena CUAAC u pripravi funkcionalnih sol-gel nanocestica

Chen i suradnici su dodali dvostruku DNA uzvojnicu CuAAC click-reakcijom u azid-
funkcionalnu mezoporoznu silika nanocesticu (MSN) koja je pripremljena sol-gel procesom.
Time je omoguceno da DNA zarobi molekule unutar mezopora, u ovom slu¢aju molekule
rodamina B. Otpustanje je vrlo jednostavno, poviSenjem temperature ili koristenjem
katalizatora (Slika 16.). Ve¢ su i prije znanstvenici pripravljali nanocestice sa moguc¢no§éu
zarobljavanja i otpustanja molekula, ali nijedan rad nije bio uspjeSan kao Chenov jer bi
reakcije imale loSu primjenu u vodenim otopinama ili bi koriSteni agensi bili toksi¢ni.
Nasuprot tome, nanocestice sa zarobljenom DNA su se pokazale vrlo u¢inkovite kod ubijanja
stanica raka jer je omoguéeno zarobljavanje antikancerogenih lijekova i njihovo otpustanje u
stanicama raka kod ljudi [28]. Prethodno opisani rad otvara put za daljnje istrazivanje

poboljSavanja materijala u medicinske svrhe.
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@ > rodaminB .

‘ —» zagrijavanje

- —m deoksiribonukleaza |
(enzim)

Slika 16. Otpustanje zarobljenih molekula DNA iz nanocestice pripravljene sol-gel metodom

a) zagrijavanjem, b) enzimom (deoksiribonukleaza I).

Mezoporozni SBA-15 materijal ima odlicnu strukturu za konstrukciju fluorescentnih
kemijskih senzora. Click CUAAC reakcijom na azidnu skupinu polimernog materijala SBA-
15-Ns.(Slika 17, (a)) ugraden je fluoroionofor (organska molekula selektivna na odredeni
metalni ion, koja ujedno daje i fluorescentni odgovor), ¢ime je pripravljen novi funkcionalni
materijal za uporabu u fluorescentnim kemijskim senzorima. Alikna skupina koja sudjeluje u
CuAAC reakciji potjece od derivata naftalimida (Slika 17. (b)). Tako pripravljen senzor
pokazuje poboljsanja u fluorescentnom odzivu Hg?* tako da potiskuje proces fotoinduciranog
prijenosa elektrona (engl. Photoinduced electron transfer, PET) i postiZze bolju osjetljivost i
selektivnost od same otopine fluoroionofora. Senzor SBA-15-1 moze detektirati tragove
zive(Il) do koncentracije od tek 2,0¥10®mol/dm?® , dok sama komponenta 1 moze detektirati
koncentrecije Hg?* do svega 1,6%10°mol/dm®. Intenzitet emisije fluorescencije se smanjuje sa
smanjenjem koncentracije zive(Il) kako se i vidi na Slici 18. Zbog jako velike stabilnosti
SBA-15-1 senzora, moguce ga je primijeniti u uklanjanju toksi¢nih metala iz vodenih otopina,

a osim toga se moze vrlo lagano regenerirati i ponovno upotrebljavati [29].
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mezopori silika SBA-15 materijal

(a) (Et0)3Si-(CH,)3-N;

N3 Y
N3 \N
(b) —\ o S\ 0O
NN NN
— N—(Cth—o—@—: N N~~~
N \_s
/ Y 0
1 2

Slika 17. Kovalentno vezanje fluoroionofora na SBA-15 u dvostupnjevitoj CUAAC reakciji

(a) kemijske strukture komponenata 1 i 2 (b).
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-
@]
o
o

500

intenzitet fluorescencije
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Slika 18.Spektrar emisijske fluorescencije povrSinskog senzora SBA-1 u puferu (pH=7,2) u
vodenoj otopini razli¢itih koncentracija Hg?", krenuvsi od najmanjih do najveéih u smjeru

strjelice.
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Tripsin je najcesce upotrebljavan enzim za katalizu digestije proteina hidrolizom peptidne
veze. Mikroreaktori koji omogucavaju proteoliticku digestiju proteina pomocu enzima koji su
fiksirani na ¢vrstu povrsinu, skraceno IMER-i, pruzaju brzu i naprednu digestiju uz dobru

ponovljivost te efikasnu identifikaciju proteina.

Tripsin je kovalentno fiksirao Schlossbauer pomocéu CuAAC click reakcije na porozni silika
materijal imena SBA-15 (Slika 19.) i time omogucio puno vecu kataliticku aktivnost tripsina

za hidrolizu Na-p-tosil-I-arginin metil estera (TAME-a) [30].

Tripsin

Cul(l)

B

Slika 19. Kovalentno vezanje tripsina u mezopore SBA-15 pomoc¢u click-kemije.

3.2. Primjena tiol-,,en click-kemije u sol-gel materijalima

Tiol-,,en” reakcije se u zadnjih nekoliko godina intenzivno proucavaju i primjenjuju. ,,Sloj po
sloj je tehnika proizvodnje tankih filmova slaganjem alternirajucih slojeva medusobno
suprotnih naboja materijala. Ta tehnika je koristena kod tiol-,,en* montaze PEM-a (viSeslojni
polielektrolit) na tanke filmove te je omoguéena proizvodnja umrezenih, jednolikih prevlaka
prilagodljive ¢vrstoce i vece mehanicke otpornosti od neumrezenih filmova [31]. Te
prevlake su zbog svoje biorazgradivosti vrlo korisne u biomedicini: mogu se koristiti kao
previake za implatante ili kao prevlake za lijekove-kapsule i time omoguciti djelovanje

bioaktivne tvari difuzijskim mehanizmom kroz pore filma ili degradacijom filma. [32]. U
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nastavku rada su opisani odabrani znanstveni radovi pomocu kojih je predstavljena primjena

tiol-,,en* click-kemije u sol-gel materijalima.

Tiol-,,en* reakcija je korisna i u proizvodnji mikroreaktora sa enzimskom funkcijom. Dulay i
suradnici su opisali kovalentno vezivanje tripsina na sol-gel monolit, modificiran
inkorporiranjem PSG-PEG-a (fotopolimerizirani sol-gel sa poli(etilen)glikolom) za digestiju
BAEE-a (N.-Benzoil-L-arginin etil ester) i peptida. Uc¢inkovitost digestije je 230 puta veca

nego kod konvencionalnih metoda [33].

Chen je predstavio monolitski tripsin mikroreaktor uz pomo¢ click-reakcije i time olaksao

provodenje postupka. Rad je detaljnije opisan u nastavku [22].

Da bi se pripravio monolitski enzimski mikroreaktor uz pomo¢ azid-alkilne click reakcije,
prvo bi se i azidna i alkilna skupina morale uvesti u enzim, sto je komplicirano i unosi rizik od
smanjenja aktivnosti enzima. Zato se razvio pristup koji ukljucuje tiol-,,en* kemiju, koji

pojednostavljuje proizvodnju jer su u enzimu veé prirodno prisutne tiolne skupine.

Na pocetku je proizvedena hibridna anorgansko-organska monolitska kapilarna kolona sa -
,en“ funkcionalnoscu sol-gel procesom uz TMOS i y-MAPS (Slika 20.) kao prekursore koji
se prvo hidroliziraju, a zatim je slijedila polikondenzacija. (Slika 21., Korak 1). Za
morfolosku karakterizaciju monolita kapilarne kolone se koristi skenirajuci elektronski
mikroskop-SEM. (Slika 22.) Zatim su disulfidne veze tripsina (tripsin ima Sest S-S veza)
reducirane sa TCEP-om kako bi nastale slobodne tiolne skupine.(Slika 21, Korak 2). Na kraju
se slobodna tiolna skupina veze na y-MAPS-TMOS hibridnu monolitsku kolonu pomoc¢u tiol-

,en“ click kemije i time nastaje tripsin mikroreaktor (Slika 21., Korak 3).

O
(RO)SSi/\/\O

Slika 20. Strukturna formula y-MAPS-a, sol-gel prekursora.
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Korak 1: priprava hibridne anorgansko-organske monolitske kolone sa-en funkcionalnodéu

\o o \o 0

; ¢ Sol-Gel —8i T~

0-Si "“‘v”“o)kl/+ 0-5i-°~ =:“ i D/%(
/o Y o

/ ICI _SEMUJ\(
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Korak 2: reduciranje disulfatnih veza tripsina sa TCEP-om i formiranje slobodnih tiolnih skupina

)

0o s ! O SH
‘lq,_)l\"/l\rr' ﬂq’)\”/]\rr‘
H H
Korak 3: kovalentno vezanje reduciranog enzima na y-MAPS-TMOS hibridnu monolitsku

kapilarnu kolonu uz tiol-,en” click-kemiju
Y o] Y o]
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Slika 21. Nacin priprave tripsin mikroreaktora pomocu tiol-,,en* click kemije.

Slika 22. SEM slike y-MAPS-TMOS hibridnog monolitskog materijala

Nakon drugog koraka na Slici 21., to jest fiksacije tripsina, monolitski enzimski materijal je
analiziran termickom gravimetrijskom analizom (TGA). Rezultati pokazuju da postoji znatna

razlika smanjenja mase kod y-MAPS-TMOS hibridnog monolitskog materijala sa vezanim
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enzimom u odnosu na y-MAPS-TMOS hibridni monolitski materijal bez vezanog enzima, ali
ne postoji razlika u smanjenju mase izmedu TMOS monolitskog materijala sa vezanim
enzimom i TMOS monolitskog materijala bez vezanog enzima. To znaci da se tiol-,,en* click

imobilizacija enzima ne moze odvijati ako nema -,,en“ funkcionalnosti na povrsini monolita.

Fiksacija reduciranog tripsina se provela na 3 nacina uz amonijev peroksidisulfat (APS) i
BAA (N,N'-metilenbisakrilamid):

1) mikroreaktor a: bez APS i BAA u fiksacijskoj otopini,
2) mikroreaktor b: samo je APS u fiksacijskoj otopini
3) mikroreaktor c: i APS i BAA su u fiksacijskoj otopini.

Provjera aktivnosti tripsina se provela sa TAME-om koji hidrolizom daje TA (No-p-tosil-1-
arginin). Na Slici 23. su prikazani elektroferogrami (graficki prikazi rezultata elektroforeze) i
iz njih se vidi da je mikroreaktor ¢ najbolje hidrolizirao TAME u najkra¢em roku, 70% u 13s,
95% u 65s ili 100% u samo 120s. Sa mikroreaktorima a i b je postignuta samo djelomicna
hidroliza, ¢ak i nakon 20 minuta. Provedene su i digestije proteina velikih molekulskih masa,

BSA i BHD te su uspjesno hidrolizirani u manje od 30 sekundi.

a TAME = enzimski mikroreaktor a 0104 b TamE enzimski mikroreaktor b

5 T : T 2. T 3r T ‘; T é T é v 2 : T ; T 2. T :.; T T ::, T 6. ™ )

vrijeme/minute vrijeme/minute
01251 C TA enzimski mikroreaktor ¢

0.1004

0.0754

0.050+ [\ 120 sec
0.025] TAME L 60 sec
0.000] J ; :J L 13 sec

0 R 3 4 5 6 7
vrijeme/minute

AU

Slika 23. Elektroferogrami hidrolize 20mM TAME-a kod razli¢itih mikroreaktora u razli¢itim

vremenima inkubacije.
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Mikroreaktor ¢ koji je pokazao kao najbolji te je ostao 88% ucinkovit ¢ak i nakon 100 ciklusa
Sto je dokaz da je primjenom tiol-,,en click-kemije postignuta ne samo brza analiza ve¢ je i

razvijena metoda kojom enzim i nakon mnogobrojnih analiza ostaje vrlo aktivan.

Organske-silika  hibridne monolitske kolone za kapilarnu hidrofilnu  tekucinsku
kromatografiju su pripravljene jednostupnjevitom kombinacijom tiol-,,en* click reakcije u sol-
gel postupku, jedna kolona je sa META-, a druga sa AA-funkcionalnom skupinom. (Slika 24.)
Porozna povrsina je pregledana SEM-om koji pokazuje da je monolit homogen. RazliCite tvari

su se separirale kroz kolone i postignuta je vrlo visoka efikasnost.

CH CH

3 ,’54‘,,_ of_s,jt’\cm

HSC\O:Si‘O ﬁ, HC o '\?
M H,C ;
MPTMS WES SI/\/\S
+ skupine

funkcionalizirani organski monomer s HAc, PEG-6000, AIBN . PP Funkcionalne

& ‘ N skupine

META AA

Slika 24. Shema razvoja hibridnog monolita.

Tiol-,,en” reacije se koriste i u proizvodnji periodicnih mezoporoznih organosilikatnih
nanocestica (PMO-NP) koje imaju najvecu moguénost vezanja funkcionalnih jedinica i imaju
raznoliku primjenu - u katalizi, litij-ion baterijama, u proizvodnji lijekova te metodama

adsorpcije.

Sintetizirana je Suplja-PMO (HPMO) nanocestica uz tiol-,,en click-reakciju primijenjenu na
sol-gel materijal (Slika 25.) U Supljine tog materijala se mogu kovalentno vezati razne
molekule 1 time pridonijeti u farmaciji, kemiji materijala 1 drugo. Vise o primijeni HPMO-a se

jos treba istraziti. [34].
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Slika 25. Shematski prikaz nastanka HPMO nanocestice uz click-kemiju.



4. RASPRAVA

Svrha ovoga rada je omoguciti uvid u istrazivacko podruéje primjene click-kemije u sol-gel
materijalima. Stoga se prvo trebalo upoznati sa pojmovima kao $to su same click-reakcije, sol-
gel proces i funkcionalni materijali, a zatim se fokusirati na korisnost click-kemije u sol-gel

procesu i materijalima.

Cu(l)-katalizirana azid-alkin cikloadicija (CUAAC) je click-reakcija najées¢e koristena u
pripravi sol-gel materijala. CUAAC ima veliku ulogu kod poboljsavanja funkcionalnih
svojstava materijala. Tako su, primjerice, u samo nekoliko minuta u blagim uvjetima dobiveni
sol-gel prekursori-organosilani, koji se koriste u sintezi sol-gel materijala. Zbog svoje
osjetljivosti na vodu, priprave organosilana su uspjeSno odradene u bezvodnim uvjetima
pomoc¢u CuAAC reakcije. Osim u pripravi prekursora se click kemija koristi i u poboljsavanju
svojstava povrsSine materijala. Modificirana povr§ina materijala sadrzi istu teksturu kao $to bi
imala da je pripremljena metodama kojima se inace priprema sol-gel materijal (npr. sol-gel
proces), ali u ovome slucaju povrsina ima i zeljenu funkciju. Za primjer je prikazano kako se
CuAAC reakcijom moze pripraviti senzor za detekciju metalnih iona jako malih koncentracija
Sto pridonosi boljem uklanjanju metala u tragovima iz voda. Drugi primjer modificirane
povrsine je rad u kojem se dvostruka zavojnica DNA dodaje na povr$§inu MSN-a i time se
omogucava zarobljavanje, a kasnije i lagano otpustanje molekula koje se primijenilo ¢ak i na
antikancerogene tablete i time se poboljSava uniStavanje stanica raka. To dokazuje koliko
prednosti ima spajanje click-kemije sa materijalima, ne samo u ekoloSkom smislu zbog blagih

uvjeta u reakcijama, ve¢ 1 u medicinskim svrhama kako bi se poboljsala kvaliteta Zivota.

U medicinske svrhe se u zadnje vrijeme proucavaju i tiol-,,.en* click-reakcije. Tiol-,,en* click-
reakcijama su dobivene prevlake koje se mogu koristiti za bolju razgradnju kapsula ili bolju
difuziju aktivne tvari. Druge primijene tiol-,,en” reakcije su u kromatografskim kolonama
gdje se postigla velika ucinkovitost separacije te u sintezi nanocestica koje doprinose

proizvodnji lijekova, u katalizi i mnogim drugim, joS$ ne toliko istraZenim podru¢jima.

CuAAC i tiol-,,en reakcije su uspjesno koristene u fiksiranju enzima, primjerice tripsina radi
njegove katalitiCke mo¢i u raskidanju peptidnih veza. CuAAC reakcijom su tripsin vezali na
mezoporozni silika materijal SBA-15, a tiol-,,en” reakcijom na monolitske mikroreaktore. U
oba slucaja je enzim ostao vrlo ucinkovit u razgradnji proteina, ¢ak i nakon dugotrajne

uporabe. Klasi¢nim putem ne bi bilo moguce dobiti takvu efikasnost.
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Prednost primjene click-kemije u sol-gel materijalima se oc€ituje i u modifikaciji materijala
ovisno 0 potrebi i zeljenim svojstvima. Sol-gel postupkom se moze pripraviti zeljeni
materijal, a zatim se click-reakcijom lako modificira za zeljenu funkciju (ili se te reakcije
mogu odvijati istodobno ako tako odgovara reakciji). Upravo kako bismo znali kako
primijeniti reakcije na odredeni materijal, potrebno je dobro poznavati kako tvari reagiraju
jedne s drugima, dakle mehanizma reakcija te u kojim uvjetima bi se postigli najbolji

rezultati.

Zakljucno, click kemija u pripravi sol-gel materijala doprinosi u vise oblika:
-jednostavnost i brzina reakcija,

-mogucénost priprave materijala u raznim uvjetima (kiselim, bazi¢nim, bezvodnim),
-funkcionalnost materijala je pojac¢ana i poboljsana.

Uz dobivene, vrlo zadovoljavajuce, rezultate priprave sol-gel materijala click-kemijom se u
narednim godinama moze ocekivati velik napredak i iskorak u istrazivanju. Lepeza click-
reakcija u funkcionaliziranju raznih sol-gel materijala omogucuje primjenu takvih materijala u
razli¢itim podrucjima, poput optickih materijala (optoelektronika, opti¢ki kemijski senzori 1

sli¢no), biomedicini, farmaciji i sli¢no.
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5. ZAKLJUCAK

Click-reakcije su vrlo korisne, visokoiskoristive reakcije koje dokazuju da je moguce
pripraviti materijale bez koriStenja jako hlapivih, Stetnih organskih otapala. Ekoloska
prihvatljivost nije jedini razlog korisnosti click-reakcija. Moguce je dobiti materijale koji na
svojoj povrsini imaju kovalentno vezane razli¢ite funkcionalne skupine, $to pridonosi i
razli¢itim funkcijama materijala (u medicini, farmaciji, biologiji). Ve¢ se sada postiglo da se
dugotrajni sol-gel procesi uz click-kemiju provedu u samo nekoliko minuta, a veliki problemi
koji su se javljali kod inkorporiranja tvari u razli¢ite materijale i postizanje homogenosti su
uspjesno rijeSeni uz primjenu click-reakcija. Najc¢es¢a primjena uklapanja funkcionalnih
jedinica u materijale je kod poroznih materijala (najéesée sol-gel metodom) gdje same pore
sluze kao mjesto vezanja. Sol-gel postupkom se moze pripraviti zeljeni materijal, a zatim se
click-reakcijom lako modificira za Zeljenu funkciju. Click kemija u pripravi sol-gel materijala
doprinosi jednostavnosti i brzini reakcije, moguce je pripraviti materijal u raznim uvjetima
(kiselim, bazi¢nim, bezvodnim) te je funkcionalnost materijala je pojacana i poboljsana. Tako
dobiveni materijali sluZze u enzimskoj katalizi ili kao senzori za metale u tragovima. Senzori
postizu sve bolje rezultate kod detekcije metala, Sto omoguéava i sve bolju separaciju

toksi¢nih metala.

U zadnjih nekoliko godina se poceo istrazivati utjecaj click-reakcija na sol-gel materijale te
intenzivno iskoristavati potencijal koji ova vrsta reakcija nudi. Medutim, click sol-gel je i
dalje podrucje koje se mora dodatno istrazivati jer je raznolikost organske kemije jako Siroka.
Daljnjim radom se sigurno mogu posti¢i jo§ bolji rezultati u razvoju novih materijala,

prekursora, katalizatora i mikroreaktora primjenom click-kemije u sol-gel materijalima.
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6. POPIS SIMBOLA

TMOS- tetrametoksilan

TEOS- tetraetoksilan

MSN- mezoporna silika nanocestica

PMO- periodi¢na mezoporna organosilikatna ¢estica
IUPAC- The International Union of Pure and Applied Chemistry
CUuAAC- Cu(l)-katalizirana azid-alkin cikloadicija
SBA-15- vrsta mezoporne silikatne nanocestice
AzPTES- 3-azidopropil trietoksisilan

PET- engl. — fotoinducirani prijenos elektrona
TAME- Na-p-tosil-l-arginin metil ester

PEM- viseslojni polielektrolit

y-MAPS- y-metakriloksipropil trimetoksisilan

SEM- skeniraju¢i elektronski mikroskop

PSG-PEG- fotopolimerizirani sol-gel sa poli(etilen)glikolom
BAEE- Nq-Benzoil-L-arginin etil ester

TCEP- tris(2-karboksietil) fosfin

TGA- termalna gravimetrijska analiza

APS-amonijev peroksidisulfat

BAA- N,N'-metilenbisakrilamid
TA-Na-p-tosil-1-arginin

BSA- bovine serum albumine= kravlji albumin serum
BHb- bovine hemoglobin= kravlji hemoglobin

META- [2-(metakriloksi)etil]trimetil amonijak
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AA- akrilamid

HPMO- Suplja periodi¢na mezoporna organosilikatna Cestica
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