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SAZETAK

Kumarini su se zadnjih godina pokazali kao obecavajuce strukture u dizajnu 1 sintezi
novih kemosenzorskih molekula zbog svojih fluorescentnih svojstava, a otkricem click-kemije
predstavljen je novi nacin sinteze spojeva jednostavnim i brzim postupcima. Ovim na¢inom
sinteze dizajnirani su mnogobrojni kemosenzori, a u radu je dan pregled dosad istrazenih

kemijskih senzora za metalne ione i pH temeljenih na derivatima kumarina i triazola.

Cilj rada bila je sinteza i spektroskopska karakterizacija novog derivata kumarina kao
potencijalnog kemijskog senzora. Ciljani spoj 7-(4-(4-(dimetilaminofenil)-1H-1,2,3-triazol-1-
il)-4-metil-2H-kromen-2-on 3 pripravljen je klasicnom reakcijom organske sinteze i click-
reakcijom odgovarajuceg azido derivata kumarina i 4-etinil-N,N-dimetilanilina uz Cu(l) kao
katalizator. Kako bi se ispitala moguénost primjene spoja kao optickog pH senzora i senzora
za metalne ione, ispitana je promjena njegovih spektroskopskih svojstava ovisno o pH otopine

1 u prisutnosti razli¢itih metalnih soli primjenom UV/Vis i fluorimetrijske spektroskopije.

Spoj 3 pokazuje ovisnost spektrofotometrijskih svojstava o vrijednosti pH otopine, te
je zbog toga potencijalni pH senzor. Preliminarna ispitivanja u otopinama etanola s dodatkom
razli¢itih metalnih soli pokazala su znacajan utjecaj prisutnosti Hg?* i Li* iona na apsorpcijski
I emisijski spektar spoja 3. Potrebno je provesti dodatna detaljnija ispitivanja kako bi se sa

sigurno$¢u utvrdila senzorska primjena spoja 3 za navedene metale.

Kljucne rijeci: opticki senzori, kumarin, triazol, click-kemija, fluorescencija, UV/Vis i

fluorimetrijska spektroskopija



SUMMARY

Coumarins are promising structures in the synthesis and design of novel chemosensors
as they exibit fluorescence properties. With the discovery of click-chemistry, a new way of
synthesizing compounds with simple and quick synthetic steps has been found. A significant
number of potential chemosensors was designed by the click chemistry approach. In this
work, an overview of chemosensors for metal ions and pH based on the derivatives of

coumarin and triazole is given.

This work presents the synthesis and spectroscopic characterization of a novel
coumarin  derivative as potential chemosensor. Targeted compound  7-(4-(4-
(dimethylamino)phenyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-4-methyl-2H-chromen-2-one 3 was prepared
by classical chemical reaction of organic chemistry and by click-reaction from the
corresponding azido-coumarin derivative and 4-ethynyl-N,N-dimethylaniline in the presence
of Cu(l) as catalyst. In order to determine the possibility of application as pH and metal ion
sensor, the changes of the compounds spectroscopic properties depending on the pH value
and in presence of different metal ions were studied by UV/Vis and fluorescence

spectroscopy.

Coumpound 3 shows dependance of spectroscopic properties on the pH value of the
solution, and is therefore a potencial pH sensor. Preliminary testing in ethanol solutions with
the addition of various metal salts showed a significant influence in the presence of Hg** and
Li* ions in absorption and emission spectrum of compound 3. It is required to carry out more

detailed testing to determine the sensing application of compound 3 for said metals.

Keywords: optical sensors, coumarin, triazol, click-chemistry, fluroescence, UV/Vis and

fluorimetric spectroscopy
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1. UVOD



1. Uvod

Kemijski senzor je uredaj koji mjeri odredenu fizikalnu veli¢inu, te ju pretvara u signal
pogodan za daljnju obradu. Fluorescentni kemijski senzori temeljeni na derivatima kumarina
u zadnje vrijeme koriste se u detekciji metalnih iona, od kojih najéesée Hg?*, Cu?*, Zn*, Ni?*,
Co?*, Cd**, Au*, ali i u detekciji aniona, razli¢itih molekula te kao pH senzori.

Kumarini su heterocikli¢ki spojevi sa strukturom benzo-o-pirona, zbog koje imaju
odlicna svojstva kao §to su veliko kvantno iskoriStenje, veliki Stokesov pomak, izvrsna
fotostabilnost i niska toksi¢nost. Upravo zbog toga, derivati kumarina pokazali su se kao dobri
potencijalni kemijski senzori koji pokazuju intenzivnu fluorescenciju u prisutnosti odredenih
metalnih iona i u odredenom rasponu pH vrijednosti.

Click-kemija se pokazala obe¢avaju¢om metodom u dizajnu potencijalnih senzorskih
molekula jer nastali produkt 1,2,3-triazol ima ulogu poveznice i u koordinaciji s metalnim
ionima. S obzirom na to, otkricem i razvitkom Huisgenove 1,3-dipolarne azid-alkin
cikloadicije koriStenjem bakra(l) kao Kkatalizatora click-kemija zadnjih 15 godina ubrzano
napreduje. Reakcijama click-kemije brzim i jednostavnim sintetskim metodama dizajniraju se
raznoliki produkti Siroke primjene. Upotrebom 1,2,3-triazola dolazi do razvitka brojnih
bioloski aktivnih molekula. Ovi se derivati upotrebljavaju ponajviSe u farmaceutskoj
industriji, a tek malo manju primjenu imaju kao boje 1 fotostabilizatori u optickim vlaknima,
inhibitori korozije metala i legura, te kao insekticidi, fungicidi i herbicidi.

U ovome je radu sintetiziran novi derivat kumarina, reakcijama click-kemije, kao
potencijalni kemijski senzor. Ispitana su spektroskopska svojstva spoja u otopini pri razli¢itim
pH vrijednostima i u prisutnosti metalnih iona koristenjem UV-vidljive i fluorescencijske

spektroskopije.
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2. Opéi dio
2.1. Kemijski senzori

Kemijski senzor je uredaj koji pretvara kemijsku informaciju pojedinog analita u
analiti¢ki koristan signal. Kemijska informacija moze potjecati iz kemijske reakcije analita ili
iz fizikalnih svojstava ispitivanog sustava.

Kemijski senzori sadrze dva osnovna dijela: receptor i pretvornik. Neki senzori mogu
imati i separator, npr. membranu. U receptoru se kemijska informacija pretvara u oblik
energije koji se moze detektirati pretvornikom. Pretvornik tu energiju, koja sadrzi kemijsku

informaciju o uzorku, pretvara u koristan analiticki signal.*
2.1.1. Opticki kemijski senzori

Opticki senzori — opt(r)ode su grupa kemijskih senzora u kojima se elektromagnetsko
zraCenje Koristi za generiranje analitickog signala u pretvorniku. Receptor identificira
parametar, npr. koncentraciju danog spoja, pH i sl., te daje opticki signal proporcionalan
veli¢ini tog parametra. Pretvornik prenosi optic¢ki signal, proizveden receptorom, u mjerljivi

signal koji je pogodan za obradu pojac¢avanjem, filtriranjem, snimanjem, prikazom, itd.
Membrana

Q |
NS

A I . Izvor svjetla Optika
&
A

Obrada signala

AI—>
e

I A
- e .
< > P —  »

Uzorak Receptor (faza Pretvornik
g kemijskog prepoznavanja)

Slika 1. Shema optickog kemijskog senzora.?

Opticki senzori temelje se na razli¢itim optickim principima: apsorbancija, refleksija,

luminiscencija, fluorescencija, ¢ime su pokriveni razliciti dijelovi spektra (ultraljubicasti,



2. Opéi dio

vidljivi, infracrveni), te je moguée mjeriti intenzitet Svjetlosti, vrijeme Zivota, indeks

refrakcije, rasprienja, difrakcije i polarizacije.”

Tvari apsorbiraju (gase) to¢no odredena spektralna podruc¢ja, odnosno zrake to¢no
odredene valne duljine. Pusti li se kroz neku prozirnu tvar svjetlost svih boja (npr. Suncevu
svjetlost) i zatim se prolazna svjetlost rastavi u spektar, dobiju se u kontinuiranom spektru, u
tocno odredenim podrucjima uze ili Sire crne crte. Ovo svojstvo sluzi za identifikaciju 1
odredivanje tvari, a sam se postupak analize naziva apsorpcijska spektralna analiza.
Apsorpcijski spektri postoje u Sirokom spektralnom podru¢ju, od ultraljubiastog (10400
nm) preko vidljivog (400-800 nm) do infracrvenog (800 nm — 1 mm).® Za mijerenje koligine
svjetla koju apsorbira uzorak, odnosno za mjerenje apsorbancije koristi se spektrofotometar.
Apsorpcija svjetlosti kroz otopinu moze se matematicki opisati Lambert-Beerovim zakonom:

A=gxlxc 1)
gdje je A apsorbancija, ¢ molarni apsorpcijski koeficijent, | duljina puta svjetlosti kroz uzorak,
cm, ¢ koncentracija uzorka, mol dm™.* Apsorbancija je logaritam omjera intenziteta upadnog

zraenja Py i propustenog zragenja P, kroz uzorak: A = log (Po/P).”

Usporedivsi ih s konvencionalnim elektroni¢énim senzorima, opticki senzori imaju
mnoge prednosti kao Sto su selektivnost, imunost na elektromagnetske interferencije i
Unato¢ mnogim prednostima, opticki senzori imaju i nekoliko nedostataka: njihov rad moze
ometati svjetlo u okruZzenju, dugotrajna stabilnost je ograni¢ena ispiranjem indikatora ili
izbjeljivanjem pod utjecajem svjetlosti, a selektivnost moze biti slaba i neophodan je prijenos
mase analita iz uzorka u indikatorsku fazu kako bi se dobio analiticki signal.

Opticki kemijski senzori omogucéavaju kontinuirano pracenje kemijskih spojeva, te se
stoga koriste u mnogim podruc¢jima kao §to su kemijska industrija, biotehnologija, medicina,

znanosti o okoli$u, osobna zastita, itd.
2.1.2. Fluorescentni kemijski senzori

Zajednicki naziv za pojave emisije elektromagnetskog zrafenja (ultraljubiastog,
vidljivog ili infracrvenog) kao posljedica prijelaza elektrona iz pobudenog u nize energetsko
stanje (obi¢no u osnovno stanje) je luminiscencija. Luminiscencija se s obzirom na trajanje

. . e g e .. 6
sekundarnog zracenja dijeli na fluorescenciju i fosforescenciju.
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Kod pojave fluorescencije elektron se gotovo trenutno vraca u svoje osnovno stanje, a
emisija svjetlosti prestaje uklanjanjem izvora pobude.” Kod pojave fosforescencije prijelaz iz
pobudenog singletnog stanja ide preko nize energijskog tripletnog stanja u osnovno singletno
stanje, odnosno fosforescencija je pojava u kojoj emisija traje i nakon prestanka pobude.>®

Postoje mnoge analiticke metode za detekciju kationa: atomska apsorpcijska
spektrometrija, ion-osjetljive elektrode, analiza elektronskih mikroproba, analiza aktivacije
neutrona. Medutim, ove metode su skupe, Cesto zahtijevaju uzorke u velikim koli¢inama i ne
postoji mogucénost kontinuiranog pracenja analize. U suprotnosti s njima, fluorescentni
senzori nude prednosti u pogledu osjetljivosti, selektivnosti, te brzinom odziva koja moze biti
10°® do 10 sekundi.®® Fluorescentni kemijski senzori pronalaze primjenu u mnogim poljima
ukljucuju¢i kemiju okolisa, analiticku kemiju i biomedicinu, jer omoguéuju preciznu
detekciju toksiénih teSkih metalnih iona, aniona i enzima uz manje troSkove izrade senzora i

same detekcije.*®

2.1.3. Mehanizmi fluorescentnog djelovanja senzora

Fluorescentni kemijski senzor se sastoji od fluorofora koji je povezan s ionoforom te
se takvi senzori nazivaju fluoroionofori. U konstrukciji takvih senzora bitno je obratiti
pozornost na prepoznavajuce i signalizirajuce podjedinice.

Signalizirajuca podjedinica predstavlja pretvornik signala, tj.ona pretvara informaciju
u opticki signal koji je izrazen u promjenama fotofizikalnih karakteristika fluorofora. Te su
promjene posljedica promjena fotoinduciraju¢ih procesa kao S§to su prijenos elektrona,
prijenos naboja, prijenos energije, stvaranje ili nestanak ekscimera ili ekscipleksa, itd.

Prepoznavajuca podjedinica je odgovorna za selektivnost i u¢inkovitost vezanja koja
ovisi o topologiji liganda, karakteristikama kationa (ionski radijus, naboj, koordinacijski broj,

tvrdoca) 1 o prirodi otapala.8

Fluorescentni kemosenzori s mehanizmom fotoinduciranog prijenosa elektrona (engl.
photoinduced electron transfer, PET) sastoje se od tri komponente: fluorofora, poveznice i
receptora. Fluorofor je vezan za receptor pomoc¢u poveznice. Na Slici 2. dan je shematski
prikaz PET mehanizma. Fluoroionofor sadrzi kationski receptor elektron donor (npr. amino
skupinu), a fluorofor ima ulogu akceptora. Receptor obi¢no sadrzi nevezni elektronski par,
npr. dusikov atom, ¢ija energija lezi izmedu HOMO (engl. highest occupied molecular

orbital) i LUMO (engl. lowest unoccupied molecular orbital) orbitala fluorofora. Da bi doslo

6
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do fotoinduciranog prijenosa elektrona, energija pobudenog stanja fluorofora mora biti

dovoljna za oksidaciju receptora i redukciju fluorofora.®**

LUMO +— LUMO +

U U
/—>%— HOMO
HOMO + HOMO ” —_—
POBUDENI SLOBODNI POBUDENI VEZANI
FLUOROFOR  RECEPTOR FLUOROFOR RECEPTOR

vy ® "M
DONR \e. —— U

(D)
Slaba fluorescencija / / / | \\ \

Jaka fluorescencija

Slika 2. Shematski prikaz PET mehanizma.?

Nakon pobudivanja fluorofora, elektron najvise popunjene molekulske orbitale
(HOMO) prelazi u najnizu nepopunjenu molekulsku orbitalu (LUMO), Sto omogucuje
fotoinducirani prijenos elektrona iz HOMO orbitale donora u HOMO orbitalu akceptora,
odnosno fluorofora, ¢ime se uzrokuje gaSenje fluorescencije. Nakon vezanja kationa, redoks
potencijal donora je povecéan tako da se energija HOMO orbitala donora smanjuje usporedivsi
s onom fluorofora. Kao posljedica, fotoinducirani prijenos elektrona vise nije mogu¢, te je
gaSenje fluorescencije zaustavljeno.

Prijelaz elektrona s neveznog elektronskog para receptora u pobudeno stanje
fluorofora gasi fluorescenciju. Drugim rije¢ima, intenzitet fluorescencije se povecava
vezanjem kationa.®!

Prednost PET mehanizma je vrlo velika promjena u intenzitetu fluorescencije koja se
uoCava nakon vezanja kationa, zbog Cega se za takve senzore Kkoristi izraz ,,0n-off*
fluorescentni senzor. Jo$ jedna karakteristika je izostanak pomaka maksimuma fluorescencije

ili ekscitacije spektra §to isklju¢uje mogucnost odredivanja omjera intenziteta mjerenja na

dvije valne duljine.?

Intramolekularni prijenos naboja (engl. internal charge transfer, ICT ili photoinduced
charge transfer, PCT) je mehanizam koji se Cesto koristi u raciometrickim fluorescentnim

kemosenzorima. ICT i PET spojevi strukturno su razliciti, pa tako ICT spojevi imaju receptor
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i fluorofor u istom elektronskom sustavu. Spojevi koji pokazuju intramolekularni prijenos
naboja su polarizirani, a dizajnirani su tako da unutar konjugiranog m-sustava sadrze
funkcionalne skupine ili dijelove molekule koje su bogate elektronima i one manje bogate
elektronima.™*

Do intramolekularnog prijenosa naboja izmedu donora i akceptora dolazi kada
fluorofor sadrzi elektron-donorsku skupinu (najé¢e$¢e amino skupinu) konjugiranu s elektron-
odvlac¢ecom skupinom. Kada skupina (npr.amino skupina) ima ulogu elektron-donora unutar
fluorofora koji reagira s kationom, dolazi do smanjenja elektron-donorskog karaktera skupine,
a samim time dolazi i do hipsokromnog (plavog) pomaka apsorpcijskog spektra. Nasuprot
tome, kation koji djeluje s akceptorskom skupinom povecava elektron-akceptorski karakter
skupine, te dolazi do batokromnog (crvenog) pomaka u apsorpcijskom spektru. Fluorescentni
spektri se pomicu u istom smjeru kao i apsorpcijski spektri.® Fluorofori s ICT mehanizmom
obi¢no pokazuju veliki Stokesov pomak i pomak emisije uzrokovan koordinacijom metala.
Osim toga, ICT mehanizam moze primjerice, smanjiti bazi¢nost donorskog amina. Na taj
nacin moguce je dizajnirati senzor koji ne ovisi o pH otopine za primjenu u bioloskim

sustavima (pri neutralnim pH vrijednostima).'

@ Interakcija s donorskom skupinom
0W/////////////AO

( Xorzmmn® }
) o R

@ Interakcija s akceptorskom skupinom

0721/9@)
4 . iR Q)

\\
N
N
crveni
pomak

Slika 3. Shematski prikaz ICT mehanizma.?
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2.2. Kumarini kao fluorescentni senzori

Kumarini su prirodni produkti dobiveni iz biljaka, poznati po Sirokom spektru bioloske
aktivnosti. Zadnjih godina pokazali su se kao obecavajuce strukture u sintezi i razvoju

fluorescentnih proba, pa su tako poznati i komercijalno dostupni fluorofori derivati

aminometilkumarina i karboksilnih kiselina, primjerice Alexa Fluor® bojilo, AMCA i
4.13,14

DyL.ight Fluors, prikazani na Slici

H,N

058

Slika 4. Strukture komercijalno dostupnih derivata kumarina Alexa Fluor® 350 (gore) i
AMCA-X SE (dolje).

Kumarini sa strukturom benzo-a-pirona, imaju mnoge prednosti: veliko kvantno
iskoristenje, veliki Stokesov pomak, izvrsnu fotostabilnost i nisku toksi¢nost.'® Zato se
kumarini nasiroko koriste u podrucju biologije, medicine, parfema, kozmetike 1 fluorescentnih
boja. Derivati kumarina dosad su koriSteni kao fluorescentni senzori za pH, enzime, amine i
aminokiseline, proteine, DNA i RNA, kisik, anione, metalne katione, dusikove okside i
vodikov peroksid.'%*°

Razlikuju se dvije razli¢ite vrste benzopirona koje se medusobno razlikuju u poziciji
karbonilne skupine u heterociklickom prstenu. Jedna vrsta su kumarini, sa strukturom benzo-
a-pirona, a druga su kromoni, sa strukturom benzo-y-pirona, a njihove strukture su prikazane

na Slici 5.
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Sika 5. Struktura kumarina 1 i kromona 2.

Gledajué¢i molekularnu strukturu, kumarini imaju ugljik-ugljik dvostruku vezu koja je
fiksirana u trans konformaciji, kao i trans-stilben kroz laktonsku strukturu. Time je izbjegnut
trans-cis prijelaz dvostruke veze pod utjecajem UV zraCenja i kao rezultat dolazi do
intenzivne fluorescencije, velikog kvantnog iskoriStenja i fotostabilnosti u veéini derivata
kumarina.™

U kasnim 50-ima 20. stolje¢a otkriveno je da supstitucija u strukturi kumarina pomice
fluorescenciju. Primjerice, dodatak metilne skupine na mjesto 4 u 7-hidroksikumarinu ili 7-
metoksikumarinu dovodi do crvenog pomaka (pomaka u smjeru vecih valnih duljina) u
fluorescentnom spektru. Dodatkom elektron-odbijajuce skupine u polozaje 4, 6 ili 7
kumarinskog prstena ili elektron-privlacece skupine na polozaj 3 fluorescencija se pomice
prema ve¢im valnim duljinama. Takoder, promjena otapala ili pH vrijednosti utjeCe na
fluorescencijski spektar derivata kumarina.™® IstraZivanje provedeno u otopinama razligitih pH
vrijednosti sa 7-hidroksi-4-metilkumarinom pokazalo je da povecanje pH vrijednosti dovodi
do povecanja intenziteta fluorescencije. Praceno je ponasanje derivata kumarina u prisutnosti i
odsutnosti f—ciklodekstrina, pri ¢emu su koriSteni derivati kumarina prikazani na Slici 6.
Derivat 4 pripremljen je iz (7-hidroksikumarin-4-il) octene kiseline pomijesane s kalijevim
hidroksidom i metanolom. Derivati 3, 5 i 6 su proc¢is¢eni prekristalizacijom iz etanola.
Vrijednost pH je kontrolirana dodavanjem 0,1 M klorovodi¢ne kiseline ili 0,1 M kalijevog

hidroksida.®

10
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CH; CH,COOK
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Slika 6. Derivati kumarina, 7-hidroksi-4-metil-kumarin 3, kalijev-(7-hidroksikumarin-

4-il)-acetat 4, 7-hidroksikumarin 5, 7-metoksi-4-metilkumarin 6.

Dodatna istrazivanja na derivatima kumarina prikazanima na Slici 7. pokazala su da se
povecanjem polarnosti otapala apsorbancija pomice u smjeru veéih valnih duljina (crveni
pomak). Otopine na kojima su provedena ispitivanja su cikloheksan, etil acetat, acetonitril,

etanol i glicerol.”

(CH3CH,),N o 0o (CH;CH,),N 0) O
N
\Qi?r \Qi/v((
R X

7a R =CH; 8a X=S8
7b R =CF; 8b X =NCH;,

Slika 7. Derivati kumarina ovisni o polarnosti otapala.
2.2.1. Derivati kumarina kao fluorescentni senzori za metalne ione

Velika je pozornost posvecena istrazivanju fluorescentnih metoda za detekciju
metalnih iona, s naglaskom na toksi¢ne, kao §to su ziva i bakar, te za metalne ione koji se
nalaze u okoliSu I zivim organizmima (npr. cink). Mehanizmi prepoznavanja ovih kemijskih
senzora uglavnom ukljuc¢uju fotoinducirani prijenos elektrona (PET) i intramolekularni

prijenos naboja (ICT), te prijenos fluorescentne rezonancijske energije (FRET).?

11
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Prvenstveno je pozornost posveéena metodama detekcije Hg?* iona s obzirom da je
ziva potencijalno najviSe toksican teski metal i1 Cesti zagadiva¢ pa je samim time velika
prijetnja okolisu i ljudskom zdravlju.’® Ziva se lako $iri zrakom, vodom i tlom, a dolazi iz
mnogih izvora kao $to su proizvodnja zlata, postrojenja za proizvodnju ugljena, termometri,
barometri i1 svjetiljke sa zivom. Trovanje Zivom 1 njenim spojevima izaziva negativne
promjene u centralnom Zivéanom sustavu s raznim kognitivnim i motornim potesko¢ama.®
Skupina znanstvenika'® razvila je 2013. godine kolorimetrijski i fluorescentni senzor za
detekciju Hg®* iona temeljen na 7-(dietilamino)-3-(pirimidin-4-il)-2H-kromen-2-onu (¢ =
2x10° M) prikazanom na Slici 8. Senzor pokazuje veliku osjetljivost i selektivnost, s
granicom detekcije 5,9 uM, dok se u emisijskom spektru moze detektirati 10 pM. U
prisutnosti Hg** iona dolazi do o&ima vidljive promjene boje u apsorpciji (iz zelene u crvenu)
i emisiji (iz zutozelene u svjetlonarancastu). S obzirom na dobivene rezultate ispitivanja, ista
skupina znanstvenika je za prakti¢nu uporabu razvila kolorimetrijski komplet za analizu S

ukljucenim senzorom za ione zive(Il).

N
A
Et,N 0 o)

9

Slika 8. Struktura 7-(dietilamino)-3-(pirimidin-4-il)-2H-kromen-2-ona.

Kinolinski derivat kumarina prikazan na Slici 9. je fluorescentni senzor za detekciju
paramagneti¢nih Co?* i Ni®* iona, koji inage gase fluorescenciju. Kao posljedica koordinacije
Co?" i Ni*" iona s navedenim spojem dolazi do poveéanja intenziteta fluorescencije, a NMR i
IR spektroskopske studije su pokazale da metalni ioni koordiniraju s kinolinskim receptorom,
a ne s kumarinskim dijelom molekule, te je pretpostavljeni mehanizam djelovanja senzora
fotoinducirani prijenos elektrona, PET. Raspon pH vrijednosti u kojima je provedeno

istrazivanje je od 3 do 8.2

12
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H;CO 0 0
10

Slika 9. Struktura kinolinskog derivata kumarina.

Raciometricki kemosenzor prikazan na Slici 10. koji se sastoji od 7-amino-4-metil-
1,2-benzopirona i derivata N,N,N',N'-tetrakis(2-piridilmetil) etilendiamina otkriven je kao
kemijski senzor za detekciju Cd®* iona. U fizioloskim uvjetima (pH = 7,2) kada je vezan za
Cd?*, spoj 11 pokazuje znacajan plavi pomak, ¢ime se omoguéuje dvostruko ekscitacijsko
raciometri¢ko snimanje Cd* iona, §to potencijalno moZe dati to¢ne kvantitativne podatke o
koncentraciji metalnih iona u stanici. Osim Cd** za spoj 11 mogu se vezati i prijelazni ioni
metala kao §to su Cu?*, Zn*" i Hg®*, medutim, bez prisutnosti Cd** iona dolazi do vrlo malih

promjena u fluorescenciji.*

CH, ‘ X NH,
N
= =
N
0 0 E/\/ \/\N

N
’ X
1 /

Slika 10. Raciometri¢ki kemosenzor za detekciju Cd®* iona.
Derivat kumarina ¢ija je struktura prikazana na Slici 11. je vrlo u¢inkovit ,,turn-on*
fluorescentni senzor koji je kataliticki hidroliziran sa Cu®" ionima 3to dovodi do velikog
poveéanja u intenzitetu fluorescencije. Granica detekcije bakrovih(Il) iona za spoj 12 je

8,7x10® M. Osim ispitivanja u prisutnosti Cu®** iona, provedeno je i ispitivanje na utjecaj

13
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drugih metalnih iona na fluorescenciju kao §to su Na*, K*, Fe®*, zn**, Hg*" i Cd*, no nije

zabiljezen poseban pomak fluorescencije u prisutnosti tih metalnih iona.??

12 OCH,

Slika 11. Fluorescentni senzor za detekciju Cu®* iona.

Derivat kumarina 13a (7-hidroksi-3-(2-hidroksibenzilidenamin)-2H-kromen-2-on,
Slika 12.) ponasa se kao ,turn-on“ fluorescentni kemosenzor za Zn?* ione. Ispitivanja
provedena u otopini acetonitrila, u prisutnosti razli¢itih perkloratnih soli, pokazala su
povecani intenzitet apsorpcije u prisutnosti Zn?* iona. Osim toga, spoj 13a mozZe se koristiti i
kao kolorimetrijski senzor za cinkove(ll) ione, pri ¢emu dolazi do promjene boje otopine iz
bezbojne u zutu.?®

Spoj 13b (Slika 12.) ne pokazuje nikakve promjene spektra u podru¢ju valnih duljina
od 760-860 nm osim u prisutnosti Zn>* iona. Mjerenja su provedena u acetonitrilu i na sobnoj
temperaturi, a kao izvor metalnih iona upotrijebljeni su metalni perklorati. Metalni ioni koji su

osim Zn*" iona bili ukljudeni u istraZivanje su Na*, K*, Ca®* i Mg?*.?*

\ N\/@
OH
R (0) o
13a R=O0H

13b R=NEt,

Slika 12. Derivati kumarina kao fluorescentni senzori za detekciju Zn** iona.

Spoj 14 (Slika 13.) u reakciji s Au®* ionima prelazi u svoj okso analog §to za
posljedicu ima izraZen fluorescentni signal. Selektivno opazanje Au®* moguée je u prisutnosti
uobicajenih alkalijskih, zemnoalkalijskih i prijelaznih metala, na kojima je provedeno

istrazivanje. Granica detekcije u 50%-tnoj vodenoj otopini acetonitrila iznosi 1,1x107 M.

14
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Moguée je i kolorimetrijsko odredivanje Au®*, pri Gemu u prisutnosti spoja 14 dolazi do

promjene boje iz ruzicaste u Zuto-zelenu.”

S/Q
=
/Qiik N

Et,)N O S

14

Slika 13. Fluorescentni senzor za odredivanje Au®* iona.
2.2.2. Derivati kumarina kao fluorescentni pH senzori

Nekoliko derivata iminokumarina (15) 16-18 su sintetizirani kao novi tip
fluorescentnih pH senzora, a njihove strukture mogu se vidjeti na Slici 14. Ovi senzori
posjeduju odli¢nu fotostabilnost i kompatibilnost sa svijetlo-emitiraju¢im diodama. Senzori
mogu biti kovalentno imobilizirani na povr$inu amino-modificiranih polimernih mikrogranula
koje su uklopljene u hidrogel matricu. %2

E,N 0 NH Et,N

15 16
X |
/ N
X OCH;
X /K@iCOOH Et,N 0 N
Et,N 0 N
17 ol 18 OH
NO,
Slika 14. Derivati iminokumarina koriSteni kao pH senzori.
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Spoj 19 koji sadrzi piperazin i imidazol (Slika 15.), razvijen je kao fluorofor za
odredivanje vodikovih iona. Pojacanje fluorescencije s povecanjem koncentracije vodikovih

iona temelji se na ometanju fotoinduciranog prijenosa elektrona u piperazinil aminu i

imidazol aminu.'®?’

.
~ A

A

19
H;CO 0 0

Slika 15. Derivat kumarina koristen kao pH senzor.

2.3. Click-kemija

Pojam click-kemije prvi puta se pojavio 2001. godine kada su ga upotrijebili Sharpless
i suradnici.”® Radi se o kemijskim reakcijama u kojima brzo i pouzdano dolazi do produkata
spajanjem viSe manjih jedinica. Na Slici 16. dani su primjeri reakcija koje zadovoljavaju

uvjete click-kemije.

orR2 katalizator
. D /
R? = alkil-, aril-, heteroaril-

R O—NHZ I
R‘/k

R? = alkil-, aril-, heteroaril-

R? = alkil-, aril-, heteroaril-

Slika 16. Primjeri reakcija koje zadovoljavaju uvjete click-kemije.?
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Reakcija A) odnosi se na adiciju na nezasi¢enu vezu ugljik-ugljik, B) reakciju
nukleofilnog otvaranja prstena, C) karbonilnu kemiju nealdolnog tipa, te D) cikloadicijsku
reakciju. Najpopularnija i najvise koriStena reakcija u click-kemiji je Huisgenova 1,3-
dipolarna cikloadicija azida i terminalnog alkina, i to posebice Cu(l)-katalizirana azid-alkin
1,3-dipolarna cikloadicija (engl. Cu(l)-catalyzed alkyne-azide cycloaddition, CUAAC) za
dobivanije derivata 1,2,3-triazola.”®

2.3.1. Bakrom(l) katalizirana azid-alkin dipolarna cikloadicija

2002. godine Tornege i Meldal su prvi puta upotrijebili bakar(l) kao katalizator pri
¢emu kao produkt selektivno nastaju 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati, i to do 10’
puta brze od nekatalizirane reakcije i pri temperaturama od 0-25 °C.** U mehanizmu CuAAC
prikazanom na Slici 17. prikazano je 6 koraka potrebnih za dobivanje 1,4-supstituiranog-
1,2,3-triazola.

Rl——= H
R = alkil-, aril-, heteroaril-
} R? = alkil-, aril-
N R2 R'—==—-mH
Nl [cut,] 1 { | B
§ i [CuLx]
1 6 B A >
R H 2 BH
BH
N R2
Z N 1 — 5
N/ N/ R [(,UIK]
— B +
R! 3 NéN\ —R?
[(,uL(]

'\l/% \N/Rz NZN\I_\J/RZ
/ /
RT CUL‘] 4 R]T[CLILX
W
D €

Slika 17. Mehanizam Cu(l)-katalizirane azid-alkinske 1,3-dipolarne cikloadicije.?®
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[CuL] predstavlja bilo koji bakrov katalizator, koji se u reakciju uvodi izravno ili se
moze pripremiti metodom in situ. Radi li se o polarnim supstratima gdje se upotrebljava
vodeni medij i CuSQ,, uz odgovarajuée redukcijsko sredstvo kao §to je natrijev askorbat, in
situ metodom e se generirati potrebni Cu(I). Vazno je napomenuti da u CuAAC sintezi mogu
sudjelovati isklju¢ivo terminalni alkini. Prema tome, u prvom koraku sudjeluje terminalni
alkin, Cu™ koordinira m-elektrone alkina i nastaje m-kompleks bakra i alkina. U sljedeéem
koraku dolazi do deprotonacije i nastanka bakrovog acetilida, S$to je omogucéeno
koordinacijom Cu® na C-C trostruku vezu (smanjuje se pK, terminalnog protona alkina). U
trecem koraku kompleks bakrovog acetilida koordinira azid, te nastaje intermedijar, ¢ijom
pregradnjom nastaje Sesteroclani prsten. Nakon toga nastaje triazolil koji se protonira, a kao

konagni produkti nastaju bakar i 1,4-supstituirani-1,2,3-triazol.”

2.3.2. Triazoli kao funkcionalne jedinice u kemosenzorima

Usporedivsi triazolni prsten s drugim aromatskim prstenima koji sadrzavaju sve atome
ugljika, on sadrzi tri atoma duSika, pa moZze sluziti kao ligand za koordinaciju metala ili kao
akceptor ili donor vodikove veze. Druga povoljna svojstva su visoka kemijska stabilnost, jak
dipolni moment i heteroaromatski karakter. Upravo zato triazoli se mogu vezati sa mnogim
bioloskim molekulama, te organskim i anorganskim materijalima.®*

Postoje dva izomerna oblika triazola prikazana na Slici 18., u kojima atomi dusika

mogu biti u poloZajima 1,2,3 ili 1,2,4%

Se!

20 21

Slika 18. 1, 2, 3-triazol 20i 1, 2, 4-triazol 21.

Skupina znanstvenika® je 2012. godine provela istraZivanje na triazolnim derivatima
kumarina 22, 23 i 24 prikazanima na Slici 19. Ispitana je selektivnost spojeva na perkloratne
soli razli¢itih metalnih iona (Li*, Na', K*, Mg?*, Ba**, Ca®*, Cu*, Hg**, Cr**, Pb**, Ag",
Mn%*, zn**, Cd** i Ni*) u smjesi otapala metanol/kloroform (9:1) te je otkriveno da spoj 24
pokazuje veliku selektivnost za Hg?*, s granicom detekcije 2,00x10” M. Rezultati ukazuju da

acetilna poveznica izmedu 7-metoksikumarina i triazola ima znacajnu ulogu u kompleksaciji

18
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spoja 24 sa Hg?* ionima. Spojevi 22 i 23 pokazuju gotovo nikakvu fluorescentnu promjenu u
prisutnosti Hg?*. Kasnije je provedeno ispitivanje i na spoju 25, koji se od spoja 24 razlikuje
po tome S$to je na mjesto 4 triazolne skupine umjesto 4-tert-butilfenoksimetila ugradena
benzilna skupina. | ovaj je spoj pokazao veliku selektivnost za Hg?*, s granicom detekcije
3,15x107 M.

N=N
/Jj
N/
ooy )<
H,CO 0 0
22
X N/N\\

X
H,CO 0 0
24
0 N=N,
A~
H,CO 0 o
25

Slika 19. Triazolni derivati kumarina.
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Opée napomene

Kemijske reakcije provedene su uobicajenim metodama organske sinteze.

Za pracenje tijeka kemijskih reakcija koristena je tankoslojna kromatografija (TLC —
thin layer chromatography). Plocice 60 F,s4 prevucene slojem silikagela Merck koriStene su
kao nepokretna faza, a kao eluens je koriStena smjesa otapala diklormetan/metanol u omjeru
CH,Cl,:CH30H = 200:1. Za detekciju izoliranih komponenata koristena je UV svjetlost valne
duljine 254 i 365 nm.

Kolonska kromatografija je provedena u staklenim kolonama punjenim silikagelom
(Fluka, 0,063-0,2 mm) pod utjecajem gravitacije, a kao eluens je koriStena smjesa otapala
diklormetan/metanol (CH,Cl,/CH30H) u razli¢itim omjerima.

'H NMR spektri snimljeni su na spektrometru Bruker AV-600 na 600 MHz. Svi NMR
spektri snimani su u DMSO-ds kao otapalu pri 298 K, koriste¢i tetrametilsilan kao interni
standard. Kemijski pomaci (3) izrazeni su u ppm (parts per million) vrijednostima u odnosu

prema signalu DMSO: ¢ 2,50 ppm za 1H, a konstante sprege (J) u Hz.

3.2. Materijali

Za pripravu spojeva i mjernih otopina koriStene su sljede¢e kemikalije:

- 7-amino-4-metil-2H-kromen-2-on, tert-butanol, bakrov(ll) sulfat, natrijev
askorbat, p-toluensulfonska kiselina, Acros Organics;

- bezvodni natrijev nitrit, 4-etinil-N,N-dimetilanilin, TBTA, Sigma-Aldrich;

- natrijev azid, Fischer Scientific;

- limunska kiselina (monohidrat), natrijev hidroksid, Kemika;

- klorovodic¢na kiselina, diklormetan, metanol, Carlo Erba Reagents;

- borna kiselina, fosforna kiselina, Pharma VVB, Laborchemie Apolda;

- etanol (apsolutni), aceton, dimetil sulfoksid (DMSQ), Gram mol;

- deionizirana voda

- kositar (II) klorid dihidrat, litijev klorid, Zeljezov (III) klorid heksahidrat,
aluminijev (111) klorid heksahidrat, srebrov nitrat, olovo (1) klorid, kobaltov (1)
klorid dihidrat, Kemika;

- kalijev klorid, VWR Chemicals;

- natrijev klorid, Alkaloid AD;
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- zivin (II) klorid, Gram mol;
- cinkov klorid, Merck, Germany;
- bakrov (I1) klorid dihidrat, Laboratorija za proizvotstvo na hemikali i foto mat.,

Skopje, Jugoslavija.

3.3. Instrumenti

Pri izvedbi eksperimenata koristeni su sljedec¢i instrumenti (Slika 20.):
- pH — metar, MA 5740, Iskra;
- UV — vidljivi spektrofotometar, Cary 100 Scan;

- UV - vidljivi spektrofluorimetar, Cary Eclipse.

[ —

3] ]
LR =

Slika 20. S lijeva na desno: pH — metar, UV — vidljivi spektrofotometar, UV — vidljivi
spektrofluorimetar.

3.4. Sinteza spojeva
Sinteza ciljanog produkta provedena je u dva stupnja. U prvom stupnju pripravljen je
7-azido-4-metil-2H-kromen-2-on. Dobiveni terminalni azid podvrgnut je click-reakciji s 4-

etinil-N,N-dimetilanilinom pri ¢emu je kao produkt dobiven Zeljeni 1,2,3-triazolni derivat
kumarina. Shema provedenih reakcija dana je na Slici 21.
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CH; p-TsOH CH, y CH;
NaNO, }@—N
X NaNj; AN \ =
_— >
Cu(l N
H,N 0 0 Ny o o ® 0 0 NTIN
1 2 -
3
N—
/

Slika 21. Ukupna shema dobivanja spoja 3.

3.4.1. Sinteza 7-azido-4-metil-2H-kromen-2-ona

100 mg (0,57 mmola) 7-amino-4-metil-2H-kromen-2-ona 1 otopljeno je u p-
toluensulfonskoj kiselini, p-TsOH (977,4 mg; 5,14 mmola u 5,14 mL vode). Zatim je
postepeno dodan bezvodni natrijev nitrit, NaNO, (354,6 mg, 5,14 mmola). Reakcijska smjesa
je mijeSana 45 minuta na sobnoj temperaturi pri ¢emu se razvijaju oksidi $to pokazuje pojava
prozirno zute boje. Nakon 45 minuta dodan je natrijev azid, NaN3 (59,4 mg, 0,91 mmol) pri
¢emu je doslo do pojave pjene koja ukazuje na razvijanje dusika, Ny, a tijek reakcije pracen je
tankoslojnom kromatografijom. Nastali talog se profiltrira i dobije se narancasti praSkasti
produkt. >+
'H NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 8/ppm = 7,80 (d, 1H, J = 8,47 Hz, Haom), 7,18 (d, 1H, J =
1,68 Hz, Harom.), 7,15 (dd, 1H, J; = 1,71 Hz, J, = 8,49 Hz, Hyom.), 6,36 (S, 1H, Hiumarin), 2,44
(S, 3H, Hmetit)-

3.4.2. Sinteza 7-(4-(4-(dimetilaminofenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-4-metil-2H-

kromen-2-ona

Spoj 2 (7-azido-4-metil-2H-kromen-2-on), dobiven ranije opisanim reakcijama, otopi
se u smjesi metanol/tert-butanol/voda (1:1:2) i doda se 1 eq 4-etinil-N,N-dimetilanilina, 0,2 eq
CuSO,4 x 5H,0, 0,2 eq natrijeva askorbata i 0,05 eq TBTA (tris[(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metilJamina). Reakcijska smjesa mijeSana je na sobnoj temperaturi 48 h u mraku. Tijek
reakcije pracen je tankoslojnom kromatografijom. Nakon zavrSetka reakcije, reakcijskoj
smjesi dodan je CH,Cl, i vodena faza ekstrahira se 3 x s CH,Cl,. Organski sloj susi se 1h
iznad bezvodnog CaCl,, profiltrira i upari do suha. Nastali produkt procisti se kolonskom
kromatografijom uz eluens CH,Cl,:CH3;OH. %
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3. Eksperimentalni dio

H NMR (DMSO-ds, 600 MHz): 8/ppm = 9,26 (s, 1H, Huyiazo), 8,02 (5, 3H, Harom), 7,76 (d,
2H, J = 8,46 Hz, Haom), 6,84 (d, 2H, J = 8,7 Hz, Hyom.), 6,49 (S, 1H, Hyumarin), 3,01 (s, 3H,
Haiir.), 2,96 (S, 6 H, Hai.).

3.5. Priprava otopina

Pripravljene su sljedece otopine:
- Otopine univerzalnog pufera u podruéju vrijednosti pH od 1 do 13
- 0,1 M otopina klorovodi¢ne kiseline (pH = 1)
- 0,1 M otopina natrijeva hidroksida (pH = 13)
- Mati¢na (stock) otopina spoja
- Etanolne otopine u podrucju vrijednosti pH od 1,010 do 12,714

- Mati¢ne (stock) otopine metala
3.5.1. Priprava otopina univerzalnog pufera razli¢itih vrijednosti pH

Otopine univerzalnog pufera pripravljene su mijeSanjem odredenih volumena otopine
A i 0,1 M otopine klorovodi¢ne kiseline. 0,1 M HCI pripravljena je razrijedivanjem
koncentrirane HCI (p = 1,15 kg/L, w = 0,30). Otopina A pripravljena je mijeSanjem 100 mL
0,33 M limunske kiseline (6,93 g limunske kiseline u 100 mL deionizirane vode), 100 mL
0,33 M fosforne kiseline (85%, 2,23 mL u 100 mL), 343 mL 1 M otopine natrijeva hidroksida
(20gu 0,5L) i 3,54 g borne kiseline. Otopina A i 0,1 M klorovodi¢na kiselina B mijesaju se
u odmjernoj tikvici prema jednadzbi (2):
20 mL A +xmL B (u 100 mL) 2
gdje je x (B) volumen klorovodi¢ne kiseline, mL.*’

Volumeni otopine B za pripravu univerzalnih pufera pH = 2-12 prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Volumen 0,1 M HCI potreban za pripravu univerzalnih pufera.
pH 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
V(B)/mL | 74,4 | 56,9 | 50,7 | 45,4 | 39,7 | 32,9 | 28,1 | 24,0 | 181 | 14,7 | 1,3
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3. Eksperimentalni dio

3.5.2. Priprava mati¢ne (stock) otopine spoja

Mati¢na otopina spoja pripravljena je otapanjem 1 mg spoja u 3 mL DMSO zbog slabe
topljivosti spoja u etanolu i prema formuli (3) je izraCunata koncentracija spoja koja iznosi
1,25x10° M.

== (3)

MXxV

<|zI3

n
cC=—-—=
14
gdje je: ¢ koncentracija spoja, mol dm™, n mnoZina spoja, mol, V volumen DMSO, dm® m

masa spoja, g, M molarna masa spoja, g mol™.
3.5.3. Etanolne otopine razlicitih vrijednosti pH

Etanolne otopine razli¢itih vrijednosti pH (izmedu 1 i 13) pripravljenje su dodavanjem
odredene, vrlo male koli¢ine 0,1 M i 1 M klorovodi¢ne kiseline za nize vrijednosti pH 1 0,1 M

1 1 M natrijeva hidroksida za viSe vrijednosti pH. Vrijednosti pH odredivane su pH — metrom.
3.5.4. Mati¢ne (stock) otopine metala

Otopine metalnih soli PbCl,, SnCl, x 2 H,O, KCI, NaCl, LiCl, ZnCl,, CuCl, x 2 H,0,
HgCl,, FeCl; x 6 H,0, AICI3 x 6 H,O, AgNO3, CoCl, x 2 H,O pripravljene su u etanolu.
Otapanjem razli¢itih odvaga krutina soli izmedu 1 mg i 15 mg u etanolu dobivene su otopine
metalnih soli koncentracija izmedu 5,16x10° M i 1,13x10™" M &ijim su daljnjim razrjedenjem

pripravljene radne otopine koncentracije ¢ = 1x107° M.

3.6. Mjerenja

Spektroskopska karakterizacija dobivenog spoja provedena je UV-vidljivom
apsorpcijskom i fluorescencijskom spektrofotometrijom. Snimljeni su apsorpcijski i emisijski
spektri spoja u univerzalnim puferima i etanolnim otopinama razli¢itih vrijednosti pH, te u
etanolu u prisutnosti metalnih kationa.

Svi spektri su snimljeni pri koncentraciji spoja ¢ = 1x10™ M dobivenoj razrjedenjem
mati¢ne otopine. Mjerne otopine pripravljene su u kvarcnoj kiveti optickog puta 10 mm. Prije

svakog snimanja spektra, snimljena je bazna linija Cistog otapala.
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3. Eksperimentalni dio

Pri snimanju emisijskih spektara, ovisno o intenzitetu fluorescencije, potrebno je
odabrati odredenu Sirinu otvora (engl. slit width) koja odreduje rezoluciju spektra, odnosno
veli¢inu ulaznog i izlaznog otvora, Koji se oznaCavaju s dva broja izraZzena u nanometrima.

Slitovi koristeni pri snimanju emisijskih spektara razlikuju se ovisno o utjecaju koji se pratio.

3.6.1. Utjecaj promjene vrijednosti pH

U ispitivanju Kkiselo-baznih svojstava dobivenog spoja KkoriStene su otopine
univerzalnog pufera u podrucju vrijednosti pH od 1 do 13, te etanolne otopine u podrucju
vrijednosti pH od 1,010 do 12,714. Mjerne otopine su pripravljene dodatkom alikvota spoja u
3 mL pufera ili etanolne otopine odredene pH vrijednosti. Apsorpcijski i emisijski spektri na
valnim duljinama od 200-600 nm snimljeni su nakon 2 minute mijeSanja mjerne otopine.
Emisijski spektri snimljeni su pri valnoj duljini maksimuma apsorpcije, koja je o€itana iz
ranije snimljenih apsorpcijskih spektara. Kod snimanja emisijskih spektara u otopinama
univerzalnih pufera koriSteni su slitovi 10-20, a kod snimanja u etanolnim otopinama koristeni

su slitovi 5-10.

3.6.2. Utjecaj prisutnosti razli¢itih metalnih iona

Ispitivanje utjecaja razliitih metalnih iona u interakciji s dobivenim spojem
provedeno je s otopinama metalnih soli aluminija, bakra, cinka, kalija, kobalta, kositra, litija,
natrija, olova, srebra, Zeljeza i zive. U kvarcnu kivetu, s 3 mL ¢istog etanola, dodavan je
alikvot mati¢ne otopine dobivenog spoja, te odredeni volumen radne otopine razliCitih
metalnih soli. Apsorpcijski i emisijski spektri na valnim duljinama od 200-600 nm snimljeni
su nakon 2 minute mije$anja mjerne otopine. Valna duljina pobude za emisijske spektre bila
je valna duljina maksimuma apsorpcije. Slitovi koristeni pri snimanju emisijskih spektara su
10-20.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Sinteza spoja

Ciljani spoj 7-(4-(4-(dimetilaminofenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-4-metil-2H-kromen-2-
on uspjesno je sintetiziran reakcijom klasi¢ne organske sinteze i click-reakcijom alkina i azida

u dva stupnja. Njegova struktura prikazana je na Slici 22.

CH;,
=
(6] O N \N
3 S
N—
/
Slika 22. Struktura 7-(4-(4-(dimetilaminofenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-4-metil-2H-kromen-2-

ona 3.

Pocetni spoj za sintezu 1,2,3-triazolnog derivata je derivat kumarina, 7-amino-4-metil-
2H-kromen-2-on 1. U prvom stupnju, amino skupina pocetnog spoja prevedena je u azidnu
skupinu reakcijom diazotacije, prikazanom na Slici 23. U reakciji 7-amino-4-metil-2H-
kromen-2-ona s natrijevim nitritom u vodenoj otopini p-toluensulfonske kiseline nastaje 4-
metil-2H-kromen-2-on diazonij tosilat 1a. Reakcijom diazonijeve soli la i natrijeva azida
dolazi do nukleofilne supstitucije i nastaje 7-azido-4-metil-2H-kromen-2-on 2.34%

CH; CH;, CH;
NaNO, NaN
o~ - N A o +N, + p-TsONa
p-TsOH .
H,N o 0o TsONy 0 6} Ny 0 0
1 1a 2

Slika 23. Reakcija dobivanja 7-azido-4-meti-2H-kromen-2-ona.
Za identifikaciju pripravljenih spojeva snimljeni su *H NMR spektri. Struktura spojeva

odredena je na temelju kemijskih pomaka, veli¢ine signala i multipliciteta spin-spin sprega

izmedu jezgara H-H.
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4. Rezultati i rasprava

Na Slici 24. prikazan je *H NMR spektar sintetiziranog azido-derivata kumarina 2.
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Slika 24. NMR spektar azida.

Na 'H NMR spektru spoja 2 vidljivi su odgovarajuéi signali triju aromatskih protona
na 7,80, 7,18 i 7,15 ppm, karakteristiCan signal protona kumarina na 6,36 ppm, te signal na

2,44 ppm koji odgovara trima protonima metilne skupine.

U drugom stupnju dolazi do click-reakcije azida 2 i 4-etinil-N,N-dimetilanilina, $to je
prikazano na Slici 25. Za dobivanje iskljucivo 1,4-disupstituiranog 1,2,3-triazola potreban je
bakrov(I) ion kao katalizator reakcije. U tu svrhu, koriSten je bakrov(Il) sulfat kojeg reducira
natrijev askorbat in situ do bakrov(I) iona. Takoder, dodan je reagens TBTA (tris[(1-benzil-
1H-1,2,3-triazol-4-il)metilJamin) koji sluzi kao promotor katalize, odnosno, ima ulogu liganda

za dobivene bakrove(l) ione.®
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4. Rezultati i rasprava

CH CH
3 / 3
= N
CUSO4 X 5H20 N
~
Nj O 0 Na-askorbat O O N \\N
TBTA -
2 CHzclz/t-BuOH/Hzo 3

rt.48h

Slika 25. Reakcija dobivanja spoja 3.

Reakcijom je dobiven Zeljeni produkt: 7-(4-(4-(dimetilaminofenil)-1H-1,2,3-triazol-1-
il)-4-metil-2H-kromen-2-on 3 u iskoristenju 13,19 %, &ija je struktura potvrdena *H NMR
spektroskopijom (Slika 26).
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Slika 26. NMR spektar produkta 3.

Na 'H NMR spektru spoja 3 vidljiv je signal na 9,26 ppm koji odgovara protonu
triazola, na 8,02 ppm nalazi se signal za 3 aromatska protona, na 7,76 i 6,84 ppm su dva

signala za 4 aromatska protona, karakteristican signal protona kumarina nalazi se na 6,49
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4. Rezultati i rasprava

ppm, na 3,01 ppm vidljiv je signal triju protona metilne skupine vezane za kumarinski prsten,

te na 2,96 ppm signal dviju metilnih skupina vezanih za dusik.

4.2. Spektrofotometrijska karakterizacija ispitivanih spojeva u otopini

4.2.1. Fotofizi¢ka karakterizacija ispitivanih spojeva

1 - 1
0,8 - - 0,8
_— T 0
£ ! £
S S
2 2
< 04 - 04 ~—
0,2 - - 0,2
O T T T T T O
250 300 350 400 450 500 550
A/ nm

Slika 27. Normalizirani spektar spoja 3 u etanolu.

Snimljeni su apsorpcijski i emisijski spektri spoja 3 u etanolu, a radi lakSe usporedbe
prikazani su kao normalizirani spektri (Slika 27.). Mjerenja su provedena u etanolu, uocen je
maksimum apsorpcije na 293 nm, te da spoj fluorescira na 344 nm. Razlika izmedu valne
duljine apsorpcije i emisije definira se kao Stokesov pomak, koji iznosi 51 nm. Prema

literaturi, pomak od 57 nm je dovoljan za potencijalnu senzorsku upotrebu.*®
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4. Rezultati i rasprava

4.2.2. Utjecaj promjene vrijednosti pH

Promjena spektrofotometrijskih svojstava spoja u ovisnosti o pH otopine je klju¢no
svojstvo optickih pH senzora. U tu svrhu ispitan je utjecaj promjene pH otopine na svojstva
spoja 3 u otopinama univerzalnih pufera i u etanolnim otopinama razli¢itih pH vrijednosti, u
kojima je pH podesavana dodatkom HCI, odnosno NaOH. U strukturi spoja 3 prisutna je
elektron donorska N,N-dimetilamino skupina. Slobodni elektronski par na dusiku sudjeluje
direktno u m vezi ¢ime doprinosi konjugiranosti spoja, te na tom mjestu u molekuli

omogucava protoniranje $to moze uzrokovati znacajne spektralne promjene.

Na Slici 28. prikazani su apsorpcijski i emisijski spektri spoja 3 u univerzalnim
puferima u rasponu pH vrijednosti od 1-13.

—pH=1
e pH=2
= pH=3
e H=4
e pH=5
e NH=6
e pH=7
pH=8
e nH=9
= pH=10
pH=11
pH=12
pH=13

a) 0,2

0,15

0,05

250 300 350 400
Alnm

b) 140 - —pH=1
— N H=2
=—pH=3
e H=4
e NH=5
e H=6
e—nH=7
pH=8
e H=9
e pH=10
pH=11
pH=12
250 300 350 400 pH=13
Alnm

120 -

100

80 -

I (227 nm)

Slika 28. a) Apsorpcijski i b) emisijski spektar spoja 3 u univerzalnim puferima razlicitih

vrijednosti pH (valna duljina pobude je 227 nm).
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4. Rezultati i rasprava

U apsorpcijskom spektru spoja 3 vidljivi su maksimumi apsorpcije na 320 nm pri

nizim pH vrijednostima, dok se povecanjem pH javlja novi maksimum na 280 nm. U

emisijskom spektru vidi se veliko povecanje intenziteta fluorescencije (hiperkromni efekt) u

izrazito kiselim otopinama pH vrijednosti 1-3. Na Slici 29. prikazana je ovisnost

spektrofotometrijskih svojstava spoja 3 u etanolnim otopinama razli¢itih pH vrijednosti.

0,3 -

0,2 -

0,1 -

1 (293 nm)

a)

e H=1,0
e—nH=24
e pnH=3,4
e NH=4,0
e H=4,6
e pnH=5,3
N e=——pH=7,8
pH=8,8
e H=10,4
e DH=11,2
pH=12,0
pH=12,7

400 -

300 -

200 -

100 -

350 400

A/ nm

= pH=1,0
e pH=2,4
= pH=3,4
= pH=4,0
e N H=4,6
e NH=6,0
pH=7,3
= pH=7,8
= pH=8,8

350 400 450

2/ nm

pH=10,4
pH=11,2
pH=12,0
pH=12,7

b)

03 1 = pH=7,8
pH=8,8

0 T T 1
250 300 350 400
A/nm

d)
e pH=7,8
———pH=8,8
pH=10,4
pH=11,2
60 - pH=12,0
pH=12,7
50 -
40 -
£ oy
@ 30 - \ T
33
~ 20 -
10
0 - ;
310 410
Alnm

Slika 29. Apsorpcijski spektri spoja 3 u etanolnim otopinama razli¢itih pH vrijednosti a) u

rasponu pH 1-12,7, b) u rasponu pH 7,8-12,7. Fluorescencijski spektri spoja 3 u rasponu pH
¢) 1-12,7, d) 7,8-12,7 (valna duljina pobude je 293 nm).
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4. Rezultati i rasprava

U apsorpcijskom spektru vidi se maksimum apsorpcije na 293 nm, s iznimkom kod pH
1 gdje se vide tri maksimuma apsorpcije na 280, 298 i 327 nm, $to moze biti posljedica
potencijalnog onecis¢enja ispitivanog uzorka ili neobi¢no ponasanje spoja 3 u iznimno Kiseloj
otopini. Kako bi se sa to¢noS¢u odredilo o ¢emu se radi, potrebno je ponoviti ispitivanja
nekoliko puta dok se ne dode do odredene srednje vrijednosti. Moze se primijetiti da porastom

pH vrijednosti (pH > 7,8) dolazi do povecanja apsorpcije, odnosno do hiperkromnog efekta.

U emisijskom spektru dolazi do velikog povecanja intenziteta fluorescencije u otopini
pH vrijednosti 1, te se primjeCuje ponovni trend povecanja intenziteta fluorescencije s
povecanjem pH vrijednosti otopine. Emisijski maksimum javlja se pri 341 nm, no, u izrazito

luznatoj otopini, pri pH 12,7, javlja se nova emisijska vrpca na 401 nm.

Parametri koji opisuju spektrofotometrijska svojstva spoja ovisno o pH prikazani su u
Tablici 2.

Tablica 2. VValna duljina maksimuma apsorpcije, molarni apsorpcijski koeficijent,
Stokesov pomak, valna duljina maksimuma emisije, intenzitet fluorescencije spoja 3 u

kiselom, neutralnom i luznatom podrucju pH vrijednosti.

Stokesov ]
b Intenzitet
Amaxaps. | MM | &/ cm™M’ pomak/ | Amaxemiss./ NM N
fluorescencije
nm
280 9400
pH=1 102 382 109
. 322 9500
Otopine
univerzalnog He7 288 7900 138 305 25
pufera Pr= 334 8000 426 37
pH =13 280 10700 - - -
280 14200
325 315
pH=1 298 13400 85
365 506
otopine pH=1738 293 21400 22 315 20
332 42
pH =127 293 25800 103
396 57
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4. Rezultati i rasprava

4.2.3. Utjecaj prisutnosti metalnih iona

Kompleksiranjem metala nastaju kelati, odnosno kelatni kompleksi u kojima se ligand
na dva ili viSe mjesta veZe na centralni metalni ion. Ovo svojstvo dovodi do povecanja ili
smanjenja fluorescencije. Kumarini pokazuju intenzivnu fluorescenciju zbog svoje strukture u
kojoj je izbjegnut trans-cis prijelaz dvostruke veze pod utjecajem UV zrafenja. Ta se
fluorescencija smanjuje ili pojacava ovisno o supstituciji unutar derivata kumarina. Kada se
na molekulu kumarina poveze triazolni prsten, dobiva se spoj koji zbog triazola moze sluziti

kao ligand za koordinaciju metala ili kao akceptor ili donor vodikove veze.

Da bi se ispitala potencijalna primjena novo sintetiziranog spoja kao senzora za
metalne ione, provedena su preliminarna ispitivanja promjene spektrofotometrijskih svojstava
spoja 3 u etanolu dodatkom razli¢itih metalnih soli u omjeru 1:1. Kod vecine metalnih iona

uocena je promjena u apsorpcijskom i emisijskom spektru §to je prikazano na Slici 30.
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Slika 30. Apsorpcijski (a) i emisijski (b) spektar spoja 3 u otopinama razli¢itih metalnih soli.

Na emisijskom spektru spoja 3 primje¢uje se da svi metalni ioni osim Fe?* i Cu?* iona

uzrokuju hipsokromni pomak, odnosno pomak prema kra¢im valnim duljinama.
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4. Rezultati i rasprava

Zna&ajan odziv u apsorpcijskom spektru uoden je pri ispitivanjima s ionima Fe?*, Cu**
i Hg®*. Dodatkom ovih iona dolazi do porasta apsorbancije, dok u prisutnosti Li* iona dolazi
do znac¢ajnog pada apsorbancije. Radi bolje usporedbe, na Slici 31. prikazani su apsorpcijski
spektri spoja 3 u prisutnosti iona Fe**, Cu**, Hg®* koji povecavaju apsorbanciju, AI**, Sn*",
Li* koji smanjuju apsorbanciju, dok prisutnost Ag*, Na', K*, Pb*, Zn®*, Co* iona ne

uzrokuje nikakve promjene u apsorpcijskom spektru spoja 3.

a) b)

250 300 350 400 450 500 260 300 340 380 420
Alnm 2/nm

260 310 360 410

Alnm

Slika 31. Apsorpcijski spektri spoja 3 u prisutnosti metala koji povecavaju apsorbanciju (a),
metala koji smanjuju apsorbanciju (b), te metala koji ne uzrokuju nikakve promjene u

apsorpcijskom spektru (c).
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4. Rezultati i rasprava

Na Slici 32. prikazani su emisijski spektri spoja 3 u prisutnosti iona Fe?*, Cu**, Hg**
koji smanjuju intenzitet emisije, te u prisutnosti svih ostalih metalnih iona (AI**, Sn**, Li*,
Ag’, Na', K*, Pb®*, Zn**, Co?*) koji povecavaju intenzitet emisije do valne duljine od 410 nm,

nakon koje smanjuju intenzitet emisije.

a) b)
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Slika 32. Emisijski spektri spoja 3 u prisutnosti metala koji smanjuju intenzitet emisije (a), te

u prisutnosti svih ostalih metalnih iona (b).

Na emisijskom spektru spoja 3 u prisutnosti Hg?* iona primje¢uju se dva efekta. Jedan
je znacajan pad intenziteta emisije, a drugi je pomak u smjeru krac¢ih valnih duljina, odnosno
hipsokromni pomak. Apsorpcijski i emisijski spektar &istog spoja 3 i u prisutnosti Hg>* iona
prikazani su na Slici 33. Na apsorpcijskome spektru je vidljivo pojacanje apsorpcije u

prisutnosti Hg*" iona.

S obzirom da se radi o preliminarnim ispitivanjima provedenim u prisutnosti 1 eq
metalnih iona potrebno je provesti dodatna detaljnija ispitivanja, titraciju s metalnim solima

Hg* od nize prema viSoj koncentraciji soli.
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4. Rezultati i rasprava
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Slika 33. Apsorpcijski (a) i emisijski (b) spektar Eistog spoja 3 i u prisutnosti Hg”" iona.

Osim potencijalnog koristenja spoja 3 kao kemijskog senzora za Hg®" ione, bilo bi
potrebno provesti i slina dodatna ispitivanja s Li* ionima &iji je utjecaj u provedenim
preliminarnim ispitivanjima doveo do smanjenja apsorpcije, te znatnog povecanja emisije i

hipsokromnog pomaka. Utjecaj Li* iona moze se vidjeti na Slici 34.
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Slika 34. Apsorpcijski (a) i emisijski (b) spektar ¢istog spoja 3 i u prisutnosti Li* iona.
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5. Zakljucak

Cilj rada bila je sinteza novog derivata kumarina, kao potencijalnog kemijskog

senzora, primjenom click-metodologije.

Kumarinski i triazolni derivati zbog svoje strukture pokazuju zanimljive karakteristike
za primjenu u kemijskim senzorima, ponajvise zbog toga Sto pokazuju intenzivnu

fluorescenciju.

Za dobivanje zeljenog spoja, u prvom stupnju pripravljen je 7-azido-4-metil-2H-

kromen-2-on 2 reakcijom diazotacije i nukleofilne supstitucije.

Ciljani derivat 7-(4-(4-(dimetilaminofenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-4-metil-2H-kromen-
2-on 3 pripravljen je click-reakcijom odgovarajuceg azida 2 i terminalnog alkina 4-

etinil-N,N-dimetilanilina uz Cu(l) kao katalizator.
Strukture spojeva 2 i 3 potvrdene su *H NMR spektroskopijom.

Kako bi se ispitala primjena spoja 3 kao novog senzora za pH, provedena je
spektrofotometrijska karakterizacija spoja u otopinama univerzalnih pufera raspona

pH vrijednosti 1-13, te u etanolnim otopinama raspona pH vrijednosti 1-12,7.

Spoj 3 se pokazao kao potencijalni pH senzor jer se porastom pH otopine povecava
apsorpcija i intenzitet fluorescencije. U emisijskom spektru u prisutnosti univerzalnih

pufera pH vrijednosti 1-3 vidi se izrazito povecanje intenziteta fluorescencije.

Provedena su preliminarna ispitivanja spoja 3 kao potencijalnog senzora za metalne
ione. U tu svrhu ispitana je promjena spektrofotometrijskih svojstava spoja 3 u etanolu
u prisutnosti 1 eq izabranih metalnih soli.

Uoceno je da spoj 3 pokazuje potencijalnu senzorsku primjenu za odredivanje Hg*" i
Li* iona, no potrebno je provesti dodatna detaljnija eksperimentalna i teorijska

ispitivanja.
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