Spektroskopska ispitivanja novih fluorofora
temeljenih na benzazolima

Simié, Veronika

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Chemical Engineering and Technology / SveucilisSte u Zagrebu, Fakultet
kemijskog inzenjerstva i tehnologije

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:149:363433

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-13

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Chemical Engineering and
Technology University of Zagreb

FKITMCMXI:

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:149:363433
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.fkit.unizg.hr
https://repozitorij.fkit.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/fkit:1220
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/fkit:1220
https://dabar.srce.hr/islandora/object/fkit:1220

SVEUCILISTE U ZAGREBU
FAKULTET KEMIJSKOG INZENJERSTVA I TEHNOLOGIJE
SVEUCILISNI PREDDIPLOMSKI STUDIJ

Veronika Simi¢

ZAVRSNI RAD

Zagreb, rujan 2018.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
FAKULTET KEMIJSKOG INZENJERSTVA I TEHNOLOGIJE
SVEUCILISNI PREDDIPLOMSKI STUDIJ

Veronika Simi¢

SPEKTROSKOPSKA ISPITIVANJA NOVIH FLUOROFORA
TEMELJENIH NA BENZAZOLIMA

ZAVRSNI RAD

Voditelj rada: Doc.dr.sc.Svjetlana KriStafor
Clanovi ispitnog povjerenstva: Doc. dr. sc.Svjetlana Kristafor (FKIT)
Dr. sc. Lidija Furag, v. pred. (FKIT)
Dr. sc. Ema Horak, poslijedoktorand (IRB)

Zagreb, rujan 2018.



Ovaj rad je izraden u sklopu projekta Hrvatske zaklade za
znanost (HrZZ) pod nazivom ,,Design and Synthesis of Novel
Nitrogen-Containing  Heterocyclic ~ Fluorophores and [ H rzz

Hrvatska zaklada
za znanost

Fluorescent Nanomaterials for pH and Metal-lon Sensing*
(projekt HRZZ-3386, iNFINITE-SENS).



Zahvaljujem se mentorici doc. dr. sc. Svjetlani Kristafor koja me je zainteresirala za ovu temu
i na susretljivosti prilikom izrade rada. Takoder se zahvaljujem Kristini Bobanovic,
mag.appl.chem na svoj pomoci prilikom rada u laboratoriju i na svom strpljenju i

razumijevanju koje mi je ukazala prilikom izrade ovog zavrsnog rada.



SAZETAK

Kemijski senzori su uredaji koji pretvaraju kemijsku informaciju u analit¢ki koristan signal. U
novije vrijeme kemijski senzori sve vise privla¢e pozornost znanstvenika zbog njihove Siroke
primjene u medicine, biologiji i biokemiji. Glavni razlog tome je njihova osjetljivost, imunost

na elektromagnetne smetnje, sigurnost prilikom rada i niska cjena.

Cilj ovog rada je bio ispitati spektroskopska svojstva novih fluorofora koji se baziraju na
benzazolima. Benzimidazoli su heterociklicki spojevi aromatskog karaktera s imidazolnim
prstenom kondenziranom na benzensku jezgru. Derivati benzimidazola pokazuju zanimljiva
spektroskopska svojstva, osjetljivi su na promjenu pH zbog postojanja dusika koji se moze

protonirati, te mogu koordinirati metalne katione zbog prisutnosti dusika.

1,2,3-triazol je sve ¢esca funkcionalna jedinica u optickim senzorima jer, osim kao poveznica

u konjugiranim m-sustavima, moze imati ulogu u koordinaciji metalnih iona.

U okviru ovog rada, sintetiziran je novi derivat benzimidazola koji sadrzi 1,2,3-triazolni prsten,
2-(4-(p-tolil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1H-benzo[d]imidazol, cikloadicijskom reakcijom iz
odgovarajucih azida i alkina u prisutnosti Cu(I) kao katalizatora. Struktura spoja potvrdena je
'H i 3C NMR spektroskopijom, a UV-vidljivom apsorpcijskom i fluorescencijskom
spektrofotometrijom ispitana su svojstva spoja u razliitim otapalima i1 univerzalnim puferima

u rasponu pH 2-12.

Kljuéne rije¢i: kemijski senzori, fluorofor, benzimidazol, UV-vidljiva i fluorescencijska

spektroskopija



SUMMARY

Chemical sensors are devices that convert chemical information into an analytically useful sig-
nal. More recently, chemical sensors are increasingly attracted to scientists because of their
wide application in medicine, biology and biochemistry. The main reason for this is their sen-

sitivity, immunity to electromagnetic interference, safety at work and low price.

The aim of this paper was to examine the spectroscopic properties of new benzazole based
fluorophors. Benzimidazoles are heterocyclic aromatic compounds with imidazole condensed
to benzene ring. Benzimidazole derivatives exhibit interesting spectroscopic properties,
sensitivity to pH change due to the presence of protonated nitrogen atom, and are sensitive to

metal cations due to the presence of two nitrogen atoms.

1,2,3-triazoles became common functional moiety in optical sensors, due to their ability to act

as linker in conjugated m-systems and to coordinate metal ions.

In this work, new benzimidazole derivative with 1,2,3-triazole ring was synthetized, 2-(4-(p-
tolil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1H-benzo[d]imidazole, by cycloaddition reaction from
corresponding azide and alkyne using Cu(I) as catalyst. The structure was determined by means
of 'H i 3C NMR, while UV-visible absorption and fluorescence spectroscopy was used to
examine the changes of its spectroscopic properties in different solvents and in universal buffer

solutions in pH range 2-12.

Keywords: chemical sensors, fluorophore, benzimidazole, UV-visible and fluorescence spec-

troscopy
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1. Uvod

Kemijski senzori su uredaji koji pretvaraju kemijsku informaciju u analiticki koristan signal. Ta
informacija nastaje kao posljedica ili kemijske reakcije ili fizickih svojstava ispitivanog uzorka.
Svaki kemijski senzor se sastoji od dva djela: receptorskog 1 pretvornickog dijela. Opticki
senzori su oni kemijski senzori kod kojih se pretvornicki dio bazira na nekom opti¢kom svojstvu

kao Sto je npr. fluorescencija ili apsorbancija.

U novije vrijeme sve se vise istrazuju kemijski senzori bazirani na benzazolima, a koji se mogu
koristiti kao fluorofori upravo zbog konjugiranih dvostrukih veza. Benzimidazolni derivati su
strukturno sli¢ni nukleotidima, $to ih ¢ini zanimljivima u organskoj sintezi bioaktivnih
molekula, a osim toga, ¢este su funkcionalne jedinice u podruc¢ju optoelektronike, senzora i

bioloskog oznacavanja.

U ovom radu ispitana su spektroskopska svojstva 2-(4-(p-tolil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1H-
benzo[d]imidazola kao novog fluorofora. Ciljani produkt sintetiziran je u jednom koraku iz 2-
azido-1H-benzimidazola i odgovaraju¢eg alkina u prisutnosti Cu(l) kao katalizatora. UV-
vidljivom apsorpcijskom i fluorescencijskom spektroskopijom ispitane su karakteristike spoja

u razli¢itim otapalima, te u otopinama univerzalnih pufera kao potencijalni pH-osjetljivi senzor.
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2. Opdidio

2.1 Kemijski senzori

Kemijski senzori su uredaji koji pretvaraju kemijsku informaciju u analiticki koristan signal.
Kemijska informacija moZe nastati kao posljedica kemijske reakcije u kojoj sudjeluje ispitivani

analit ili moze biti posljedica promjene fizickih svojstava ispitivanog sustava.

Kemijski senzori se sastoje od dvije osnovne funkcijske jedinice: receptorski dio 1 pretvornicki
dio.Receptor identificira ispitivani parametar npr. koncentraciju komponente i daje opticki
signal proporcionalan veli¢ini tog parametra. Pretvornik je dio kemijskog senzora koji pretvara

opticki signal koji dolazi od receptora u mjerljivi signal pogodan za daljnu obradu.
Receptorski dio kemijskog senzora se bazira na razli¢itim principima:

a) fizicki, gdje nema kemijskih reakcija. Tipi¢an primjer su oni koji se temelje na mjerenju

apsorbancije, refrakcije, kondukcije, temperatrue ili promjene u masi.
b) kemijski, u kojem kemijska reakcija u kojoj sudjeluje analit daje analiticki signal

c¢) biokemijski, u kojem je biokemijski proces izvor analitickog signala, primjerice mikrobni

potenciometrijski senzori.
Najcesca podjela kemijskih senzora je s obzirom na pretvornicki dio, pa se razlikuju:

1. Opticki - koji transformiraju odredene opticke promjene, koje su rezultat interakcije analita

sa receptorskim dijelom;

2. Elektrokemijski - pretvaraju efekt elektrokemijske interakcije analita 1 elektrode u koristan

signal;

3. Elektricni - koji se baziraju na mjerenjima gdje nema elektrokemijskih procesa, ali je signal

rezultat promjene elektri€nih svojstva uzrokovanih interakcijom analita;

4. Maseni osjetljivi - pretvaraju masene promijene na za to prilagodenoj povrSini u promjenu

svojstva tog materijala;
5. MagnetsKi - koji se baziraju na promijeni paramagnetskih svojstva plina koji se analizira;

6. Termometrijski - koji se baziraju na mjerenju toplinskog efekta odredene kemijske reakcije

ili adsorpcije koja ukljucuje analit;

7. Druga fizicka svojstva kao npr. koriStenjem gama ili beta zracenje koji mogu dati osnovu

za druge senzore za odredivanje kemijskog sastava. [1.]



2. Opdidio

Opticki senzori predstavljaju grupu kemijskih senzora u kojima se elektromagnetno zracenje
koristi kako bi se stvorio analiticki signal. Oni se mogu podijeliti i dalje s obzirom na vrstu
optickog svojstva koje se koristi u kemijskim senzorima (apsorbancija, refleksija,

luminiscencija, fluorescencija, indeks refrakcije, optotermalni efeket, rasprSenje svjetlosti).

Interakcija EM zracenja sa uzorkom se mjeri iz promjene nekog opti¢kog parametra i povezana
je sa koncentracijom analita. Optic¢ki kemijski senzori imaju brojne prednosti kao Sto su
selektivnost, imunost na elektromagnetske smetnje, sigurnost prilikom rada sa zapaljivim 1
eksplozivnim komponentama, osjetljivi su, jeftini. Glavni nedostaci su im to $to nisu
dugotrajni, selektivnost im moze bit ograniena i potreban je prijenos mase analita iz uzorka u
indikatorsku fazu kako bi dobili analiticki signal, te njihov rad moze biti ometan svjetlos¢u iz

okoline.

Opticki kemijski senzori daju priliku za stalnim pra¢enjem kemijskih vrsta i kao takvi su nasli

brojne primjene u biotehnologiji, medicine i kemijskoj industriji [2.]

2.2 Spektroskopske metode karakterizacije optickih kemijskih senzorskih molekula

Izraz spektroskopija se prvenstveno odnosio na granu znanosti koja se isklju¢ivo bavila
vidljivom svjetloS¢u. S vremenom se znacenje spektroskopije prosirilo 1 na prouc¢avanje druge
vrste elektromagnetskog zracenja kao Sto su ultraljubicasto (engl. ultraviolet, UV), infracrveno

(IC), mirkovalno i radiofrekvencijsko zracenje.[3.]

UV-vidljiva spektroskopija

Ultraljubic¢asto podrucje elektromagnetnog spektra se nalazi izmedu vidljivog i rendgenskog
djela spektra odnosno izmedu A= 4*107 m i A=10° m. [4.] Energija koja se apsorbira
odgovara koli¢ini energije koja je potrebna da m-elektroni predu u visu energijsku razinu. UV-
spektri najceS¢e sadrzavaju samo jedan Siroki apsorpcijski maksimum kojeg oznacujemo
valnom duljinom.

Valna duljina koja je potrebna za povecanje energije n-elektrona ovisi o prirodi tih elektrona.
Jedan od najvaznijih ¢imbenika je stupanj konjugacije. Sto je on veéi to je energija potrebna

za energijske prijelaze manja.
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Valne duljine pri kojima organska molekula apsorbira zracenje takoder ovisi o jakosti kojom
su vezani elektroni. Tako je pobudivanje elektrona iz veze ugljik- ugljik potrebno puno energije
odnosno male valne duljine jer su ti elektroni ¢vrsto vezani. Organski spojevi koji sadrze
dvostruke ili trostruke veze se puno lakse pobuduju jer su elektroni u nezasi¢enim vezama puno

slabije vezani.

Nezasi¢ene organske funkcionalne grupe koje apsorbiraju u UV podrucju zovu se kromofori.
Kromofori i njihove apsorpcijske karakteristike u razli¢itim otapalima prikazane su u Tablici
1. Prilikom odabira otapala vaZno je da otapalo ne apsorbira UV-zracenje. Tako je najceSce
polarno otapalo etanol. Polarna otapala koja tvore jace vodikove veze s polarnim molekulama
u osnovnom stanju (nego u pobudenom stanju) povisuju energiju elektronskih prijelaza. U
nekim sluc¢ajevima pobudena stanja tvore jae vodikove veze nego odgovaraju¢a osnovna
stanja te u tom slucaju polarna otapala pomicu apsorpciju prema duljim valnim duljinama jer

se energija prijelaza smanjila.[5.]

Tablica 1. Kromofori 1 njihove apsorpcijske znacajke

KROMOFOR PRIMJER OTAPALO Amax Emax
alken CgH13CH=CH; N-heptan 117 13000
konjugirani

alken CH,=CHCH=CH, | N-heptan 217 21000
alkin CsH11C=C-CH; N-heptan 178 10000
karbonil CHsCOCH; N-heksan 186 1000
karboksil CH;COOH etanol 204 41
amido CH3CONH, Voda 214 60
azo CH3N=NCHj3 etanol 339 5
nitro CHsNO> izooktan 280 22
nitrozo C4H9oNO etilni eter 300 100
nitrat C,HsONO; dioksan 270 12
aromatski CeHs N-heksan 204 7900

Da 1i ¢e molekula apsrobirati UV-zracenje ovisi o energiji fotona 1 o elektronskoj konfiguraciji
molekule, odnosno o energijskim razlikama izmedu elektronskih stanja u molekuli. S obzirom
da svaka molekula ima razli¢itu orbitalnu strukturu, razli¢ito ¢e i apsorbirati svjetlo. O
intezitetu apsorpcije fotona na odredenoj valnoj duljini govori molarni apsorpcijski koeficijent

¢. Sto je potrebna veca energija za prijelaz iz jednog energetskog stanja u drugo to je apsorbirani
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kvant svjetlosne energije veci, tj. to je frekvencija apsorbirane svjetlosti veca, odnosno valna
duljina je manja.[6.] Prolaskom UV- zracenja kroz otopinu ispitivane molekule dio zrac¢enja se
apsorbira, a spektrofotometar mjeri zracenje koje se nije apsorbiralo. Koli¢ina zrac¢enja koje je
apsorbirano se najcesce iskazuje preko transmitacije, 7 koja je jednaka omjeru intenziteta

transmitiranog, / i upadnog zracenja, lo, prema jednadzbi (1).
T=— 1)

Apsorbancija ovisi i o koncentraciji otopine; Sto je viSe molekula koje mogu apsorbirati

zracenje, to je apsorpcija veca i na toj pretpostavcei se temelji Lambert-Beerov zakon:
A=cxLxg (2)

Dakle, apsorbancija ovisi o mnozinskoj koncentraciji otopine ¢, molarnom apsorpcijskom

koeficijentu ¢ i o duljini ¢elije L.

Jablonski dijagram prikazan na Slici 1 prikazuje energijske nivoe unutar molekule u koje mogu
prije¢i pobudeni elektroni. Svjetlost odredene valne duljine uzrokuje pobudivanje elektrona na
visi energijski nivo. Na ovom dijagramu kao rezultat apsorpcije elektron prelazi u Sz orbitalu.
Elektron se u pobudenom stanju jako kratko zadrzava pa postoje dvije opcije otpustanja viska

energije, relaksacija ili otpustanje fotona svjetlosti.

Sz A
|
: Interna konverzija
- :
S ¥ ?\7 \MeleSlftavni prijelaz
L1 ' Ty
Apsorpcija " S ——
| Fluorescencija
hyv_
h 7] NV, Jy :
Fosforescencija
Sy 1 |
1 y
° o { Y

Slika 1. Jablonski dijagram
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Molekulska fluorescencijska spektroskopija

Fluorescencija je pojava u kojoj se atomi ili molekule pobuduju apsorpcijom snopa
elektromagnetnog zracenja te pri povratku u osnovno stanje emitiraju foton. Sve molekule koje
apsorbiraju zracenje imaju moguénost fluoresciranja. Unato¢ tome veéina molekula ne
fluorescira. Razlog tome nalazimo u relaksacijskim procesima koji su brzi od fluorescencijske
emisije. Kada molekula apsorbira zracenje, prelazi u pobudeno stanje gdje se zadrzava jako
kratko zbog postojanja viSe nacina koji omogucuju otpusStanja suviSka energije, a to su

relaksacija bez pojave zraCenja i fluorescencijska relaksacija.
Relaksacija bez pojave zracenja obuhvaca dva procesa:

1. vibracijska relaksacija - javlja se za vrijeme sudara medu pobudenim molekulama i
molekulama otapala. Tijekom sudara viSak energije se prenosi sa pobudenih molekula na

molekule otapala §to dovodi do porasta temperature sredine.

2. unutrasnja pretvorba — relaksacija izmedu najnize vibracijske razine pobudenog

elektronskog stanja i gornje vibracijske razine drugog elektronskog stanja

Najintenzivnije molekulske fluorescencijske emisije daju spojevi koji sadrze aromatske
prstenove. Najjednostavniji heterociklicki spojevi kao §to su tiofen ili pirol ne fluoresciraju, ali
strukture izgradene od fuzioniranih aromatskih prstenova koje sadrze navedene spojeve
fluoresciraju. Na fluorescenciju utjeCe supstitucija na aromatskom prstenu pa je tako intenzitet
fluorescencije anililna znacajno vec¢i od intenziteta fluorescencije benzene. Fluorescenciji

takoder pogoduje rigidnost molekula jer ona smanjuje moguénost relaksacije molekule.

Takoder, kod vec¢ine molekula fluorescencija ovisi o otapalu i1 temperaturi. S porastom
temperature raste brzina gibanja molekula pa raste broj sudara izmedu molekula $to pogoduje
procesu vibracijske relaksacije. Smanjenje viskoznosti otapala omogucuje vecu pokretljivost
molekula Sto opet dovodi do povecanog broja sudara i u konacnici relaksacije, a ne

fluorescencije.

Vazan je 1 utjecaj koncentracije na intenzitet fluorescencije jer je otkriveno da pri dovoljno
velikim koncentracijama dolazi do samopriguSenja odnosno molekule analita apsorbiraju
fluorescenciju drugih molekula istog analita. [3.] Opcenito fluorescencijske metode su jako

osjetljive metode 1 selektivne jer mali broj molekula fluorescira.
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Nuklearna magnetska rezonancija

Nuklearna magnetska rezonancija (NMR) kao spektroskopska metoda za odredivanje strukture
(organskih) spojeva temeljena je na apsorpciji energije jezgre u podrucju radio-valova (102-
105 m), a uz IC-spektroskopiju i UV-spektroskopiju omogucéuje odredivanje strukture vrlo

slozenih molekula.

Osnovno nacelo na kojem se bazira NMR je svojstvo jezgra da se ponaSaju kao magneti jer se
vrte oko svoje osi. Kada na takve jezgre djelujemo vanjskim magnetnim poljem one ¢e
poprimiti odredene orijenatcije. Te orijentacije mogu biti paralelne ili antiparalelne sa vanjskim
poljem (Slika 2). Paralelna orijentacija je stanje nize energije pa je stoga i vjerojatnija. Kada
takve orijenitrane molekule izlozimo i djelovanju EMZ-a dolazi do apsorpcije zracenja i jezgra
prelazi u stanje viSe energije. Kolika je frekvencija EMZ-a potrebna ovisi o jakosti vanjskog
magnetnog polja 1 o vrsti jezgre. Jako vanjsko polje uzrokuje vecu razliku izmedu dvaju

spinskih stanja pa je potrebna veca frekvencija zracenja.

Slika 2. a) jezgre bez prisustva vanjskog magnetnog polja; b) jezgre uz prisustvo vanjskog

magnetnog polja.

Sve jezgre u molekuli su okruzene elektronima. Kada molekulu postavimo u vanjsko magnetno
polje elektroni koji se gibaju oko jezgre stvaraju svoja vlastita magnetna polja koja djeluju
suprotno od vanjskog polja. Zbog toga kazemo da je jezgra zasjenjena jer je polje koja ona

osjeca slabije od vanjskog polja.
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Kako je svaka jezgra u molekuli u drugacijem elektronskom okruzenju, svaka osjeca drugacije
efektivno magnetsko polje. Upravo te razlike se detektiraju i vidimo ih kao razli¢ite NMR-

signale za svaku 'H i '3C jezgru u molekuli. [7.]
Befektivno = Bvanjsko polje — Biokalno polje (3)

U praksi se uzorku dodaje mala koli¢ina tetrametilsilana (TMS) kako bi se tijekom snimanja
spektra dobio referentni signal i u 'H i '*C NMR spektru TMS-a je vidljiv jedan karakteristi¢an
signal.. Velika prednost TMS-a je i to Sto je to lako hlapiva tekucina niske temperature vrelista
pa se nakon snimanja spektra uzorak lako prevede u ¢istu formu. Tocan polozaj pri kojem
jezgra apsorbira se zove kemijski pomak pa tako kemijski pomak TMS-a u 'H NMR spektru
iznosi 0. Da bi mogli koristiti iste raspone za razlicite instrumente, kemijski pomak izrazava se
u ppm jedinicama, to je broj koji ne ovisi o polju i isti je bez obzira na instrument, §to je onda
olakSavaju¢a okolnost kod usporedivanja spektara. Kemijski pomak jezgre odrazava njenu
elektronsku okolinu, odnosno on je funkcija elektronske gusto¢e oko jezgre. Kemijski pomak
je posljedica ¢injenice da na jezgre ne djeluje samo magnetsko polje, ve¢ individualno
magnetsko polje. [8.]

Bitni parametri u NMR su kemijski pomak, konstanta sprege i relativni intenzitet signala.

Konstanta sprege nam govori kakav je utjecaj susjednih grupa na jezgru, kemijski pomak mjeri

polozaj signala, a intenzitet se odnosi na broj jezgri s istom okolinom.

2.3 Benzazoli

Benzazoli su skupina heterociklickih spojeva koja ima vezana na benzensku jezgru azolni
prsten, a opcenita struktura prikazana je na Slici 3. U tu skupinu spadaju benzimidazol,
benztiazol i benzoksazol. Benzazoli svoju primjenu nalaze u Sirokom podrucju pa se tako
koriste u medicini, farmaciji 1 kao opticki senzori zahvaljujuéi svojim fluorescentnim

svojstvima.

>

X=NH, S, O

Slika 3. Op¢a struktura benzazola
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Benztiazol je heretociklicki aromatski spoj u ¢ijoj strukturi se nalazi 7 ugljikovih atoma dva i

heteroatoma, sumpora i dusika. Bezbojan je, a u teku¢em obliku viskozan.

U prirodi postoje razliciti derivati benztiazola od kojih je naj¢es¢i luciferin krijesnica. Luciferin
emitira svjetlost pa dolazi do pojave bioluminiscencije. Cesto se njegovi derivati koriste i kao

insekticid 1 kao pojacivaci okusa, primjerice 2-merkaptobenztiatol.

Benzoksazol je aromatski heterociklicki kemijski spoj, a sastoji se od benzenskog prstena i

oksazola, peteroclanog prstena s dusikom i kisikom.

2.3.1. Benzimidazol kao funkcionalna jedinica u kemosenzorskim molekulama

Benzimidazol spada u jednu od najceSce sintetiziranih organskih skupina. Benzimidazoli su
heterociklicki spojevi aromatskog karaktera u ¢ijoj se strukturi nalazi benzenska jezgra na koju
je kondenziran petero¢lani imidazolski prsten. Dvije su tautomerne strukture benzimidazola,

prikazane na Slici 4:

7 Hj 4 3
6 N 5 N
>2—~ \>2
5 / 6
N N1
4 3 7 H
a b

Slika 4. Tautomerne strukture benzimidazola

U strukturi benzimidazola su dva heterociklicka atoma duSika od kojih je jedan N atom
piridinskog tipa na kojeg je vezan vodikov atom, te se moze alkilirati ili acilirati 1 njegovi su
elektroni dio aromatskog sustava, dok je drugi N atom sli¢an onomu pirola, nije dio aromatskog
sustava i moze se samo protonirati. U kiselom mediju (pH 5 — 6) taj duSikov atom je protoniran,

a u luznatom mediju (pH 12) se deprotonira §to je prikazano na Slici 5: [9.]
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Neo N
(0 — L)
H H®

Slika 5. PonaSanje benzimidazolske jezgre u kiselom 1 luZnatom mediju

Benzimidazolni derivati su se pokazali kao obecavajuce funkcionalne jedinice u potencijalnim
optickim kemosenzorskim molekulama, zbog njihove pH-osjetljivosti, elektron-donorskog
karaktera, sli¢nosti sa biomolekulama, a mogu imati ulogu n—poveznice u heteroaromatskim
senzorskim sustavima. Osim toga, benzimidazoli su se pokazali kao ligandi za vezanje
metalnih 1ona zbog postojanja slobodnog elektronskog para na atomu dusika. Reaktivnost im
raste susptitucijom sa elektron donorskim skupinama, a derivati benzimidazola koji sadrze n-

konjugirane veze pokazuju svojstvo fluorescencije. [10.]

Detekcija kationa je od velikog interesa mnogim znanstvenicima, ukljuc¢ujuc¢i kemicare,
biologe i klinicke biokemicare. Tako su primjerice, alkalijski i zemnoalkalijski metali direktno
ukljuceni u bioloske procese prijenosa zivcanih impulsa i reguliranje stani¢nih funkcija [11.],
dok su teski metali iznimno opasni za zdravlje ¢ovjeka i okoli§. Poznavanje koncentracije
teSkih metala u ljudskom organizmu i u okolisu je vrlo vazno, a s obzirom na osjetljivost
fluorescentnih tehnika, fluorescentni senzori za odredivanje metala u tom pogledu imaju

klju¢nu ulogu.

12
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Molekularni sustavi za prepoznavanje metalnih iona se baziraju na supramolekularnoj kemiji,
gdje se komponente povezuju povratnim intermolekularnim silama (van der Waalsove sile,
vodikove veze i elektrostatska privlacenja). Naj¢e$¢i mehanizmi prepoznavanja metala se
baziraju na stvaranju koordinirane veze izmedu metala i liganda ili na selektivnim
elektrostatskim interakcijama kao §to su ion-dipol interakcije. Koordinacijom metala i liganda
moze do¢i do povecanja ili smanjenja fluorescencije.[12.] Benzimidazol je cesto dio
senzorskog sustava za detekciju metala jer posjeduje slobodni elektronski par na dusikovom
atomu §to omogucuje vezanje kationa. Razvijeni su mnogi kemosenzori koji pokazuju veliku
selektivnost i osjetljivost za odredivanje prijelaznih metala i lantanida, a u nastavku su

predstavljeni benzimidazolni derivati kao potencijalne kemosenzorske molekule.

Hu 1 suradnici su 2015.godine sintetizirali su derivat kinolina i benzimidazola kao potencijalni
senzor za odredivanje Hg(II) iona. Ziva je jedan od najotrovnijih metala, a veliki izazov u
razvoju senzora je topljivost u vodi. U prisutnosti Hg(II) iona gasi se fluorescencija spoja, a
pokazao se kao obecavajuci fluorescentni senzor za odredivanje Zivinih (II) iona zbog vrlo
niske granice detekcije. Kinolinski dio molekule ima ulogu fluorofora, a benzimidazol
receptora za Hg(II) ione. Vec¢ina derivata benzimidazola je netopljiva u vodi $to ograni¢ava
njihovu primjenu, a drugi problem su valne duljine pri kojima ove molekule pokazuju opticki

odziv.[13.]

400 -

350 _ N =50 + ostali ioni ﬁ >_<"jQ
300 - 7 \ )
25

i L\ ~Cu

3 250 - / A
= /
o] 4 )/ \
o 200 o i \\
3 / ,
B o /
100
50 Hg™
4
0k . .
350 400 450 500 550
A/ nm

Slika 6. Opticki senzor baziran na benzimidazolu za odredivanje Hg*" iona; gaSenje

fluorescencije uzrokovano je prisutnosé¢u Hg?*, §to je vidljivo i pod UV lampom
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Senzori za odredivanje iona zeljeza su najviSe istrazivani, ali je glavni problem kao i kod Zive
topljivost u vodi. Derivat benzimidazola i rodamina je rijedak primjer senzora koji je topljiv u
vodi. Kompleksnost zeljeza uzrokuje promijenu boje od bezbojne do crvene uz znacajan porast
molarnog ekstincijskog koeficijenta. Te drasticne promjene uzrokovane su otvaranjem

rodaminskog prstena. [14.]

Najveéi izazov u razvijanju senzora baziranih na benzimidazolu za odredivanje metalnih
kationa je njihova mogucnost da funkcioniraju u ¢istoj vodi. Lal i Milton su u tu svrhu
dizajnirali benzimidazolne soli koje su sposobne detektirati metalne ione. Sustav se bazira na
benzimidazolu kao fluoroforu, metilenu i etilenu kao poveznica i piperidinskim jedinicama kao
receptorima. PET (fotoinducirani prijenos elektrona) ovisi o poziciji i o dostupnosti slobodnih
elektronskih parova na receptorima. PET proces je jako izrazen u 26, zbog dva receptora
piridina i morfolina pa je stoga intenzitet fluorescencije puno manji nego u 27. 26 se ponasa
kao turn-on senzor za zZeljezo,krom i barijeve ione §to je neuobicajeno jer zeljezovi i kromovi
ioni gase fluorescenciju. 27 se ponasa kao turn-off senzor za zeljezo jer gasi fluorescenciju
zbog paramagneti¢nih svojstava. Ovakav senzor pokazuje veliku moguénost koristenja u
biologiji 1 biokemiji jer zeljezovi i kromovi ioni imaju vaznu ulogu u metaboli¢nim procesima

stanica. [15.]

Fluorophore

4

-----------

<

27 X=NH*,Y=CH Receptor,

Receptor,

Slika 7. Struktura senzora za Zeljezo(Fe? /Fe*") i krom( Cr**) baziran na derivatima

benzimidazola

Yanqing Ge i suradnici su sintetizirali fluorofor pirido[ 1,2-a]benzimidazol kojeg su iskoristili
kao donor u sustavu fluorescentnog motoriziranog invertnog mikroskopa tzv.FRET
(fluorescentni rezonancijski prijenos energije). Derivat je pokazao veliki Stokesov pomak,
veliku selektivnost i brzi odziv. Takoder je uocena i velika osjetljivost na Cu?" ione. Velika

14
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prednost ovog derivata za detekciju bakra je to Sto otopina u prisutvu bakra promijeni boju iz

bezbojne u ruzicastu sto omogucuje detekciju golim okom. [16.]

438nm

) e

FRET

570 nm

380 nm 380 nm

Slika 8. Pirido[1,2-a]benzimidazol

2.4 Click-kemija

Pojam click kemije uveo je K. B. Sharpless. Pojam ,,c/ick odnosi se na jednostavne, efikasne
1 selektivne kemijske transformacije koje dovode do jednog produkta. Da bi reakcija bila click
reakcija ona mora biti modularna, visokog iskoriStenja, stereospecificna. Ove reakcije se
odvijaju u jednostavnim uvjetima, otapala se rijetko koriste i ako se koriste lako se uklone.

[17.]

Postoji nekoliko reakcija koje zadovoljavaju ove uvjete, a najpoznatija je Husigenova 1,3-
dipolarna cikloadicija koja ukljucuje reakciju dipolarofila (alkeni, alkini ili molecule koje
sadrze heteroatome u funkcionalnim skupinama) s 1,3-dipolarnim spojem azidom, a kojom

nastaju 1,4- 1 1,5-disupstituirani regioizomeri 1,2,3-triazola, prikazano na Slici 13.

© @ N N
R—C=C—R, / =N / SN
(' R3_N + R3_N
R = =
N=N=N__ R, Ry
R3 Rl R2

Slika 9. Huisgenova 1,3-dipolarna cikloadicija
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Huisgenova 1,3-cikloadicija alkina i azida, zbog zahtjevnih reakcijskih uvjeta i nastajanja dvaju
regioizomera, ne zadovoljava u potpunosti kriterije click reakcija. Kasnije je razvijena metoda
za dobivanje samo 1,4-, odnosno 1,5-disupstituiranih derivata 1,2,3-triazola. koristenjem Cu(I)

1 Ru(Il) iona kao katalizatora.

2.4.1 Cu(l) katalizirana 1,3-dipolarna cikloadicija

Azid-alkin cikloadicija katalizirana sa Cu(I) (CuAAC) je reakcija kojom nastaju iskljucivo 1,4-
disupstituirani 1,2,3-triazolni derivati, a zadnjih godina je Cesto koriStena u sintezi lijekova,
biokemiji, dijagnostici i genskoj terapiji. Reakciju karakterizira regioselektivnost i
kemoselektivnost, jednostavna je za provodenje jer se kao otapalo koristi voda, a kao

katalizatori lako dostupne bakrene soli (CuSO4 x 5H>0O, Cul, CuBr).

Mehanizam reakcije prikazan je na Slici 10. Reakcija zapoc€inje vezanjem alkina 2 na Cu(I) uz
izdvajanje jednog liganda pri ¢emu nastaje bakrov acetilid 3. Zatim azid supstituira jedan od
liganda i bakrov kompleks veZe dusik vezan na supstituent R stvaraju¢i intermedijer. Napadom
duSika u intermedijereu na C-2 poloZaj acetilida nastaje Sestero¢lani Cu(IIl) kompleks 6 ¢ijim
preuredivanjem nastaje pentacikli¢ki spoj 7 koji proteolizom daje kona¢ni produkt 1,4-

disupstituirani derivat 1,2,3-triazola 8. [18.]
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RI
[L,Cu]* R—=——H
8 1 :
2

Slika 10. Mehanizam azid-alkin cikloadicije katalizirane Cu(I)

2.4.2 Triazoli u kemosenzorskim molekulama

Triazolni prsten sadrzi tri atoma duSika $to mu omogucava da bude ligand za koordinaciju
metala, a moZe stvarati 1 vodikove veze. Ove karakteristike odreduju primjenu triazola kao

funkcionalne skupine u ve¢im heteroaromatskim spojevima.

Triazoli su aromatske molekule opée formule C2H3N3, a javljaju se u dva izomerna oblika
1,2,3-triazol 1 1,2,4-triazol. Atomi duSika mogu biti supstituirani, a razli¢iti derivati 1,2,3- 1
1,2,4-triazola su Cesto koristeni u industriji kao boje 1 bjelila za vlakna, inhibitori korozije ili

kao fungicidi i insekticidi.
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1 5 1
>—NH NH
/o /o

4 22 4 N\/N 2
3 3
a) b)

Slika 11. a) 1,2,3-triazol i b) 1,2,4-triazol

N(H) atom vodika 1,2,3-triazola moze biti vezan na bilo koja tri atoma duSika. Uobicajeno,
ako su dva ugljikova atoma supstituirana s dva razliita supstituenta, npr. R#H tada postoje tri

razlicite tautomerne strukture (slika 12.). [19.]

H,
|
N2 N2 N2
V7 H
H]\N\l/ \\/1\13 N\{ \//1\13 N\l/ \/1\13/ 3
/C5:C4 /CS—C4 /C5:C4
R R R
N1-H N2-H N3-H

Slika 12. Tautomeri 1,2,3-triazola

1,2,3-triazoli mogu imati razli¢ite uloge u senzorskom mehanizmu prepoznavanja metalnih
kationa. Zbog prisutnosti duSikovih heteroatoma, triazoli mogu koordinirati metalne katione, a
mogu imati 1 ulogu poveznice izmedu receptorskog i1 fluorofornog dijela senzorske molekule
zbog delokaliziranih z-elektrona, te kao dio konjugiranog fluorofora sudjelovati u prijenosu

signala prilikom vezanja receptora na analit. [20.]

Xie 1 suradnici uspjesno su sintetizirali nove triazolne derivate na bazi benzotiadiazola koji su
pokazali promjenu intenziteta fluorescencije u prisustvu Cu?*, Ni**, Co?" i Hg?" iona u

acetonitrilu. [21.] Struktura spojeva prikazana je na Slici 13.
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Slika 13. Prikaz struktura triazolnih derivata benzotiadiazola

Oliveira-Campos i suradnici su 2010. godine sintetizirali nove triciklicke derivate triazola, gdje

je 1,2,3-triazolna jezgra fuzionirana na naftalen, a strukture su prikazane na Slici 14.

1 e 2a:R=H

. _~OH

0 o
En()-bo
N N o
o>
8

HoC N-CH,CO,H
HqC

Slika 14. Strukture novopripravljenih derivata naftotriazola

Spojevi su  spektroskopski  okarakterizirani  apsorpcijskom i1  fluorescencijskom
spektroskopijom, a na temelju dobivenih rezultata prikazanih u Tablici 2. zakljucili su da se

komponente mogu iskoristiti kao fluorescentne probe i kao opticki izbjeljivaci. [22.]

Tablica 2. Valne duljine maksimuma apsorpcije (Amax) 1 emisije (Fmax), te vrijednosti kvantih

iskoriStenja qr spojeva 1-8 u acetonitrilu.
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Amax Fnax Aexcit qr
(nm) (nm) (nm) (%)
(1) 360 380 340 82
(2h) 360 380 340 80
(2a) 360 375 340 83
(5 353 362 340 81
3) 360 380 340 82
(6) 354 363 340 81
) 360 380 340 62
(8) 354 362 340 54

2.

Opdi dio
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3. Eksperimentalni dio

U okviru ovog rada pripravljen je novi derivat benzimidazola, 2-(4-(p-tolil)-1H-1,2,3-triazol-
1-il)-1H-benzo[d]imidazol 1 (Slika 1) click kemijskom reakcijom odgovarajucih azida i alkina.
Novopripravljeni spoj spektroskopski je okarakteriziran kao potencijalna kemosenzorska

molekula za odredivanje pH u otopinama univerzalnih pufera.

-
N =
o

1
CH,4

Slika 16. Struktura pripravljenog spoja

3.1. Opée napomene

Kemijske reakcije provedene su uobicajenim metodama organske sinteze. Za tankoslojnu
kromatografiju (TLC) koristene su ploc¢e 60F-254 prevucene slojem silikagela Merck, a za
detekciju izoliranih komponenata koristena je UV svjetlost valne duljine 254 i 356 nm.
Kromatografska odjeljivanja provedena su na staklenim kolonama punjenim silikagelom Fluka

(0,063-0,02 mm) pod utjecajem gravitacijske sile, a kao eluens koriStena je smjesa otapala

CH2CI2:CH30H.

Spektri tH-NMR snimljeni su na spektrometru Bruker 300 MHz. Uzorci su otopljeni u DMSO-
ds i mjereni pri 298 K. Kemijski pomaci (6) u *H-NMR spektrima izraZeni su u ppm u odnosu
prema signalu DMSO na ¢ 2,50 ppm za H.

Pri izvedbi eksperimenata rabljeni su sljedeci instrumenti:
- analiticka vaga KERN & Sohn GmbH, D-72336 Balingen, Germany,
- UV-vidljivi spektrofotometar, Cary 100 Scan;

- UV-vidljivi spektrofluorimetar, Cary Eclipse.
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3.2 Priprava 2-(4-(p-tolil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1H-benzo[d]imidazol 1

50,0 mg 2-azido-1H-benzimidazola (0,31 mmol) i 39,8 uL 1-etinil-4-metilbenzena (0,31 mmol,
36,4 mg) otopljeni su u smjesi tert-butanol:voda = 1:1 (3 mL). U reakcijsku smjesu dodano je
0,5 mL DMF, 0,1 M CuSO4 x 5H20 (25,0 mg CuSO4 x 5H20 otopljeno u 1,0 mL H20), 31,0
mg natrijevog askorbata (0,15 mmol) i 8,3 mg i tris((1-benzil-4-triazolil)metil)Jamina, TBTA
(0,02 mmol). Reakcijska smjesa mijesa se preko noéi na sobnoj temperaturi i u mraku, a tijek
reakcije pracen je tankoslojnom kromatografijom. Dobiveni produkt ekstrahiran je s 3 X 5,0 mL
CHCI i procis¢en kolonskom kromatografijom uz CH2Clo: CH30H (200:1) kao eluens.
Dobiveno je 12,5 mg praSkastog bijelog produkta (14,5 %)

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8/ppm = 13,79 (s, 1H, NH), 9,44 (s, 1H, Huiazol), 7,95 (d, J =
5,43 Hz, 2H, Harom), 7,59 — 7,69 (M, 2H, Harom.), 7,33 (d, J = 7,86 Hz, Harom.), 2,37 (S, 3H, CHs).

3.3 Priprava otopina

3.3.1 Postupak priprave mati¢ne otopine spoja

Mati¢na otopina spoja pripravljena je otapanjem 1,1 mg spoja u 3 mL etanola, a koncentracija

pripravljene otopine izracunata je prema jednadzbi (4):
m=cxMxV (4)

gdje je ¢ [mol dm=, M] koncentracija spoja, M [g mol] molarna masa tvari, V [dm®] volumen
otopine, a m [g] masa odvage spoja. Koncentracija mati¢ne otopine spoja 1 iznosi ¢ = 1,33 x10
8 M. Mjerne otopine koristene u izvedbi eksperimenata pripravljene su razrjedivanjem mati¢ne

otopine u 3,0 mL otapala.
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3.3.2 Postupak priprave puferskih otopina razli¢itih pH vrijednosti

Otopine univerzalnog pufera u rasponu vrijednosti pH od 2,00 do 12,00 pripravljene su prema
standardnom postupku za pripravu pufera mijeSanjem citratne otopine i odredenog volumena
0,1 M otopine klorovodi¢ne kiseline. Citratna otopina pripravlja se mijeSanjem 100,00 mL 0,33
M limunske kiseline, 3,54 g borne kiseline, 100,00 mL 0,33 M fosfatne kiseline te 343,00 mL
1 M natrijeva hidroksida u odmjernoj tikvici od 1,0 L. Citratna otopina (A) i otopina

klorovodi¢ne kiseline (B) mijeSaju se u odmjernoj tikvici prema jednadzbi (-):
20,00 ml A+ x ml B (u 100,00 ml)
gdje je x (B) = volumen klorovodic¢ne kiseline (mL).

Takoder, pripravljene su otopine 0,1 M klorovodi¢ne kiseline pH 1,00 i 0,1 M natrijevog
hidroksida pH vrijednosti 13,00.

3.4. Mjerenja

Apsorpcijski i emisijski spektri spoja 1 u razli¢itim otapalima i otopinama univerzalnih pufera
snimani su pri koncentraciji spoja 1x10° M koja je dobivena razrjedenjem mati¢ne otopine
spoja. Mjerene otopine su pripravljene dodatkom odredenog alikvota mati¢ne otopine u kivetu
u kojoj se nalazi 3,0 mL otapala. Iz mati¢nih otopina spojeva automatskom pipetom su uzeti

alikvoti od 22,5 pL otopine.

Apsorpcijski spektri snimljeni su u rasponu 200 — 500 nm. Mjerne otopine pripravljene su u
kvarcnoj kiveti optickog puta 10 mm. Prije svakog snimanja spektra, snimljena je bazna linija

Cistog otapala.

Emisijski spektri snimljeni su pri valnoj duljini pobude koja odgovara valnoj duljini
maksimuma apsorpcije, o€itanoj iz snimljenih apsorpcijskih spektara. 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 izrazena u nanometrima. Spektri su snimani pri slitovima 5-10 i 10-10.
Prije snimanja svakog apsorpcijskog 1 emisijskog spektra otopina u kiveti je mijeSana 2 minute,

a valna duljina pobude za emisijske spektre bila je valna duljina maksimuma apsorpcije.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Sinteza spoja

Ciljani derivat benzimidazola 1 1,2,3-triazola, 2-(4-(p-tolil)-1H-1,2,3-triazol-1-1l)-1H-
benzo[d]imidazol 1 pripravljen je -click-reakcijom 2-azidobenzimidazola i 1-etinil-4-
metilbenzena koji su u jednakim omjerima otopljeni u smjesi otapala t-BuOH/H>O/DMF. Da
bi reakcija bila selektivna, potrebno je dodati Cu(I) kao katalizator, pri ¢emu nastaje samo 1,4-
disupstituirani derivat 1,2,3-triazola. Ioni bakra(I) pripravljeni su in-situ reakcijom CuSOg4 i
natrijevog aksorbata koji reducira Cu(Il) u Cu(I) ione. TBTA je specifi¢ni ligand za Cu(l) ione
i ima ulogu stabilizatora iona, odnosno promotora katalize. Na Slici 17 prikazana je Shema

reakcije priprave spoja 1.

OOy - =0 — OO0
Ny, + = CHy ——— N
H N =

1
CH,4

Slika 17. Priprava spoja 1. Reagensi i uvjeti: ~BuOH:H20O (1:1), DMF, CuSO4 x 5H>0, Na-
askorbat, TBTA, 25 °C

Struktura spoja 1 potvrdena je H i *C NMR spektroskopijom, a dobiveni NMR spektri

prikazani su na Slici 18.

'H NMR spektar spoja 1 prikazuje pet karakteristi¢nih signala protona spoja. Signal na 13,77
ppm pripada jednom vodiku benzimidazola na polozaju 1 koji je vezan na dusik (NH), dok
proton 1,2,3-triazola na polozaju C-5 pokazuje karakteristican singlet na 9,43 ppm. Dubleti na
7,95 1 7,33 ppm pripadaju aromatskim protonima dvaju benzena, dok se singlet na 2.37 ppm

moze pripisati trima alifatskim protonima CHj3 skupine.
U 3C NMR spektru spoja 1 na Slici 18. b) mogu se uociti odgovarajuéi broj signala koji
odgovaraju kvaternim ugljikovim atomima i odgovarajuci signali CH skupina aromatskog

dijela molekule. U alifatskom dijelu vidljiv je signal na --- ppm koji odgovara metilnoj skupini

spoja 1.
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4. Rezultati i rasprava

4.2. Spektroskopska karakterizacija

U svrhu ispitivanja fotofizickih svojstava novog spoja 1 snimljeni su UV-vidljivi 1
fluorescencijski spektri u razlli¢itim otapalima i puferskim otopinama, pri koncentraciji spoja ¢

=1x10"° M.

4.2.1. Spektroskopska karakterizacija spoja u razli¢itim otapalima

Ispitan je utjecaj otapala razliCite polarnosti na spektroskopska svojstva spoja 1 u vodi i
izabranim organskim otapalima razli¢ite polarnosti: dietil-eteru, etil.acetatu, diklormetanu,

acetonitrilu, etanolu 1 metanolu.

Polarnost otapala moZe utjecati na spektralna svojstva spojeva. Fizikalne intermolekularne
interakcije izmedu otapala i spoja koje mijenjaju energetsku razliku izmedu osnovnog i
pobudenog stanja apsorbiraju¢ih vrsta uzrokuju promjene u apsorpcijskim spektrima
snimljenim u razliitim otapalima. Koeficijent polarnosti E1(30) odreduje polarnost nekog
otapala koja je definirana kao energija prijelaza otopljenog betainskog bojila, odnosno
standarda, koji ima sposobnost promjene boje ovisno o polarnosti. Otapala vece polarnosti
imaju vise vrijednosti E1(30), pa prema podacima iz Tablice 3 proizlazi da je voda polarnija od

etanola 1 ostalih otapala. [23.]

Tablica 3. Izabrana otapala i parametri polarnosti Er™

OTAPALO E+N(30)
dietil eter 0,1170
etil-acetat 0,2280

diklormetan 0,3090
acetonitril 0,4600

etanol 0,6540
metanol 0,7600
voda 1,0000
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4. Rezultati i rasprava

Apsorpcijska 1 fluorescencijska svojstva heterocikli¢kih spojeva koji u strukturi sadrze atome
dusika ovisna su o otapalu zbog moguc¢nosti stvaranja vodikovih veza izmedu atoma dusika i
molekula otapala, pa polarna otapala mogu primjerice, uzrokovati batokromni pomak, tj.
pomak prema vecim valnim duljinama (engl. red shift). Postoje joS hipsokromni pomak (eng.
blue shift), tj. pomak prema kra¢im valnim duljinama, hiperkromni efekt koji uzrokuje

povecanje, a hipsokromni efekt smanjenje intenziteta apsorpcije, odnosno fluorescencije.

Snimljeni su apsorpcijski 1 emisijski spektri spoja 1. U svim ispitanim otapalima vidljiva je
apsorpcija u UV podrucju pri 300-307 nm, s najveéim intenzitetom u nepolarnom otapalu dietil
eteru. Povecanjem polarnosti dolazi do hipokromnog pomaka u apsorpcijskom spektru. U
emisijskim spektrima spoja u ovim otapalima, uoceni su maksimumi emisije u podrucju ispod
400 nm. U nepolarnom dietil eteru najveci je intenzitet fluorescencije, dok se povecanjem
polarnosti intenzitet smanjuje. Takoder, u etanolu, metanolu i vodi, dolazi do batokromnog
pomaka maksimuma emisije (A = 380-390 nm) u odnosu na dietil eter. Dobiveni rezultati su

prikazani na Slici 19. 1 u Tablici 4.

0.3 400 -+
——dietil eter —dietil eter
— etil acetat ® 300 - —et_il acetat
—— diklormetan = —— diklormetan
0.2 acetonitril o acetonitril
——etanol 2 ——etanol
8 —— metanol S 200 - —— metanol
< voda = voda
1)
‘N
0.1 - S
£ 100 -
O T ¥ 0 fk* T T 1 T
260 310 360 305 355 405 455 505
A/ nm )\‘/ nm

Slika 19. Apsorpcijski (lijevo) i emisijski (desno) spektar spoja 1 u razli¢itim otapalima,

c(spoja) = 1x107° M.
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4. Rezultati i rasprava

U Tablici 4. prikazana su spektrofotometrijska svojstva spoja u ovisnosti o otapalu, odnosno,

valne duljine maksimuma apsorpcije i emisije te pripadajuci intenzitet emisije. Molarni apsorp-

cijski koeficijent, ¢ izracunat je iz Lambert-Beerova zakona (2), a Stokesov pomak predstavlja

razliku izmedu valnih duljina maksimuma emisije i apsorpcije.

Tablica 4. Valna duljina maksimuma apsorpcije, dabs, molarni apsorpcijski koeficijent, ¢, valna

duljina maksimuma emisije, Aemisije, Stokesov pomak 1 intenzitet emisije spoja u otapalima

razli¢ite polarnosti, pri koncentraciji ¢ = 1,0 x 10> M.

OTAPALO | ErN(30) | dass/nm | &/Mom™ | hemisijoinm pitrfl';ekiﬂ‘r’n Intenzitet
dietil eter 0,1170

etil-acetat 0,2280 304 35485 400 96 294,297
diklormetan | 0,3090 307 33949 346 39 768,712
acetonitril | 0,4600 304 14045 350 46 86,843
etanol 0,6540 300 33149 390 90 171,707
metanol 0,7600 303 36034 378 75 157,579
voda 1,0000 292 23312 392 100 461,855
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4. Rezultati i rasprava

4.2.2. Spektroskopska karakterizacija spoja u otopinama razlicitih pH vrijednosti

Promjena spektrofotometrijskih svojstava promjenom pH vrijednosti klju¢no je svojstvo
optickih pH senzora. Ovisnost spektrofotometrijskih svojstava spoja 1 o pH vrijednosti otopine
ispitana je u univerzalnih puferima u rasponu pH vrijednosti 2-12, te u otopinama HCI (pH=1)
i NaOH (pH=13), kako bi se procijenila mogucnost primjene spoja kao potencijalnog pH

senzora.

Dusik na benzimidazolnom prstenu je protonabilno mjesto (Slika 20.). Zbog slobodnog
elektronskog para na dusiku, u kiselom mediju moZe vezati H" ion i protoniranje dusikovog

atoma moze uzrokovati spektralne promjene.

N\ Naw
-
N =

H
CH,4

Slika 20. Protonabilno mjesto spoja 1

Na Slici 21. prikazani su apsorpcijski 1 emisijski spektri spoja u univerzalnim puferima. U
apsorpcijskom spektru vidljivi su maksimumi apsorpcije pri 320 nm. Porastom pH otopine

dolazi do promjene, odnosno, hiperkromnog pomaka apsorpcijske krivulje.

Senzori za pH su karakterizirani pK. vrijednosti. Za izraCunavanje pKa., koriStena je
Boltzmanova funkcija (5) koja opisuje sigmoidalnu ovisnost apsorbancije ili emisije na jednoj
valnoj duljini o vrijednosti pH.

Ai—A
Y = Teerovax T Az (5)

Iz dobivene sigmoidalne funkcije, izracunata je tocka infleksije, xo, koja odgovara uvjetnoj pKa
vrijednosti u uvjetima u kojima je izveden eksperiment. Za racun su uzete vrijednosti na valnim
duljinama na kojima su najbolje vidljive spektralne promjene (absorbancija pri 320 nm u
apsorpcijskom spektru). Dobivena sigmoidalna krivulja ovisnosti apsorbancije o promjeni pH

otopine prikazana je na Slici 22. Uvjetna pKa vrijednost izraCunata iz apsorpcijskih mjerenja
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4. Rezultati i rasprava

iznosi pK, = 8,81. Dinamicko podrucje rada pH senzora je obi¢no ograni¢eno na pK, £+ 1,5, a

dobiveni rezultati ukazuju na mogucnost primjene spoja kao optickog pH senzora.

0.5 ——pH=1 500 Pt
——pH=2 o
400
2
E
[«D)
2300
S
=
2200
N
c
[«5]
5
100
0
270 310 ,nm 350 390 330 430 3ynm 530

Slika 21. Apsorpcijski (lijevo) i1 emisijski (desno) spektri spoja 1 u otopinama univerzalnih

pufera u rasponu pH vrijednsoti 2-12

Equation y=A2+ (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/
dx)) u
0,4
Adj. R-Squ 0,99064
Value Standard Err
B Al 0,0874 0,0065
03 B A2 0,3995 0,00981
— B X0 8,8107 0,08967
1S B dx 0,4793 0,08054
[
o
&
~ 0’2 _
[%2]
Re]
<
014 . .
]

pH

Slika 22. Sigmoidalna krivulja odziva na promjenu pH primjenom Boltzmanove funkcije:

ovisnost apsorbancije spoja na valnoj duljini maksimuma (320 nm) o vrijednosti pH
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4. Rezultati i rasprava
U Tablici 5. prikazani su dobiveni parametri koji opisuju promjenu spektrofotometrijskih

svojstava spoja ovisno o vrijednosti pH.

Tablica 5. Valna duljina maksimuma apsorpcije, apsorbancija, valna duljina maksimuma

emisije, Stokesov pomak i intenzitet emisije spoja u otapalima razli¢ite polarnosti, ¢ = 1x107

M otapalo
Pufer Aabs/nm | Aemisije/nm | Stokesov pomak/nm | Intenzitet
pH=1 247 393 146 234,383
pH=2 257 384 127 347,712
pH=3 285 390 105 375,578
pH=4 275 394 119 218,848
pH=5 269 390 121 376,979
pH=6 280 388 108 394,576
pH=7 260 373 113 359,336
pH=8 253 383 130 341,441
pH=9 303 415 112 396,867
pH=10 303 449 146 330,613
pH=11 303 454 151 434,342
pH=12 305 452 147 292,608
pH=13 303 450 147 456,968
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5. Zakljucak

1,2,3-triazol u kemosenzorima, osim kao ulogu poveznica u konjugiranim n-sustavima,
moze koordinirati metalne ione, pa su ¢esto koristeni kao ligandi u optickim senzorima

za metalne katione.

Azid-alkin cikloadicija katalizirana bakrom(I) (CuAAC) je najcesca reakcija click

kemije kojom se dobivaju 1,4-disupstituirani 1,2,3-triazoli.

U okviru ovog rada click kemijski pristup je koriSten za sintezu novog derivata

benzimidazola, 2-(4-(p-tolil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-1 H-benzo[ d]imidazol.

Struktura spoja potvrdena je 'H- i 3C-NMR spektroskopijom. U 1H NMR spektru
vidljvi su karakteristic¢ni signali protona 1,2,3-triazola na 9,43 ppm i benzimidazola na
13,77 ppm.

UV-vidljivom apsorpcijskom i fluorescencijskom spektrofotometrijom ispitana su
spektroskopska svojstva spoja u ovisnosti o polarnosti otapala i pH vrijednosti pri
koncentraciji spojeva 1,0 x 107> M.

Ispitivanjem spektrofotometrijskih svojstava spoja uoc¢eni su veliki Stokesovi pomaci
koji su kljuéno svojstvo senzorskih molekula.

Kod spoja 1 uocen je solvatokromizam. Najveca apsorbanciju i intenzitet fluorescencije
primijeeni su u nepolarnom otapalu dietil-eteru, a povecanjem polarnosti dolazi do
hipokromnog pomaka u apsorpcijskom, te hipokromnog 1 batokromnog pomaka
maksimuma emisije.

Ispitan je utjecaj pH na spektroskopske karakteristike.

Benzimidazolni prsten spoja 1 omogucuje vezanje H' iona $to dovodi do spektralnih
promjena.

Rezultati su pokazali da povecanjem pH vrijednosti otopine dolazi do povecanja
apsorbancije na 320 nm. Takoder, u kiselom mediju, spoj emitira u podrucju ispod 400
nm (390 nm), dok povecanjem pH je uocen batokromni pomak maksimuma emisije

(450 nm).
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