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SAZETAK

Sinteza i spektroskopska karakterizacija novih derivata imidazo[4,5-b]piridina kao

potencijalnih senzora za pH u otopinama

U ovom radu sintetizirane su Schiffove baze imidazo[4,5-b]piridina. Kako bi se priredili
zeljeni derivati imidazo[4,5-b]piridina 10-12 koristene su klasi¢ne reakcije organske sinteze.
Sinteza Zeljenih spojeva zapocleta je sintezom N-metil-3-nitropiridin-2-amina 3 koji je
prireden reakcijom 2-klor-3-nitropiridina 1 s metilaminom u etanolu uz zagrijavanje
reakcijske smjese. Redukcijom, zagrijavanjem etanolne otopine spoja 3 s SnCl,x2H,0,
prireden je 2-N-metilpiridin-2,3-diamin 4. Iz spoja 4 i p-aminobenzojeve kiseline 5, prireden
je glavni amino-supstituirani prekursor 6. Schiffove baze 10-12 priredene su iz prekursora 6 i
odgovarajucih aldehida 7-9, u apsolutnom etanolu uz dodatak octene Kiseline. Strukture
priredenih spojeva potvrdene su *H i **C NMR spektroskopijom, a spojevi 10-12 dodatno su
okarakterizirani UV/Vis spektroskopijom u otapalima razliite polarnosti. Ispitana je i
moguénost primjene Schiffovih baza 10-12 kao optickih pH senzora, pracenjem promjene
intenziteta apsorbancije spojeva ovisno o razli¢itim pH vrijednostima pufera. Provedenim
ispitivanjima utvrdena je mogucnost koriStenja priredenih Schiffovih baza 10-12 kao optic¢kih

pH senzora.

Kljuéne rijeci: Schiffove baze, imidazo[4,5-b]piridin, *H i *C NMR spektroskopija, UV/Vis

spektroskopija, pH, otapala, opticki senzori



SUMMARY

Synthesis and spectroscopic characterization of novel imidazo[4,5-b]pyridine derivatives
as potential pH sensors in solutions

The aim of this work was the sythesis of imidazo[4,5-b]pyridine Schiff bases. Classic organic
reactions were used for preparation of novel imidazo[4,5-b]pyridine derivatives 10-12. Their
synthesis began with synthesis of N-methyl-3-nitropyridin-2-amine 3, which was prepared
from 2-chloro-3-nitropyridine 1 and methylamine in ethanol by heating the reaction mixture.
Within the reduction of ethanol solution of compound 3 and SnCl,x2H,0, the 2-N-
methylpyridine-2,3-diamine 4 was prepared. Furthermore, from compound 4 and p-
aminobenzoic acid 5, the main amino substitued precursor 6 was prepared. Schiff bases 10-12
were prepared from precursor 6 and aldehydes 7-9 in absolute ethanol with an addition of
acetic acid. Structures of prepared compounds were confirmed with *H and *C NMR
spectroscopy. Schiff bases 10-12 were also characterized by UV/Vis spectroscopy in solvents
with different polarity. The possibility of using prepared Schiff bases 10-12 as optical pH
sensors was also tested by tracking change in absorbance intensity of the compounds
depending on the different pH values of buffer solutions. Conducted experiments have proven

possibility of using prepared Schiff bases 10-12 as optical pH sensors.

Key words: Schiff bases, imidazo[4,5-b]pyridine, *H and *C NMR spectroscopy, UV/Vis

spectroscopy, pH, solvents, optical sensors
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1. UvOD



Imini ili Schiffove baze organski su spojevi koji nastaju reakcijom aldehida ili ketona
I amina. Schiffove baze imaju vaznu ulogu u koordinativnoj kemiji, te se upotrebljavaju i kao
katalizatori. Imaju Siroku moguénost primjene i u medicinskoj kemiji jer mnogi derivati
pokazuju razliite bioloSke aktivnosti, posebice Schiffove baze benzazola i imidazo-piridina,
koje imaju znacajnu antimikrobnu i antitumorsku aktivnost. To svojstvo imidazo-piridina
omogucilo je njihovo koriStenje u razvoju i dizajnu novih lijekova za prevenciju mnogih
bolesti. Strukturna slicnost imidazo-piridina s purinima omogucila je optimiranje skeleta tih
molekula u potrazi za novim, selektivnijim i aktivnijim molekulama. Njihovo pozitivno
biolosko djelovanje, ocituje se u farmaceutskoj industriji, gdje su imidazo-piridin i njegovi
derivati kljucni za otkrivanje lijekova za lijecenje Parkinsonove bolesti. Osim u farmaceutskoj
industriji, zbog njihove velike osjetljivosti koja se ocituje u apsorpcijskim i emisijskim
spektrima, imidazo-piridini i njegovi derivati imaju i povoljne opticke karakteristike, pa se

mogu koristiti kao opticki materijali, primjerice kao pH senzori u otopinama.



2. OPCI DIO



2.1. Schiffove baze

Schiffove baze su organski spojevi koji su dobili ime po Hugu Schiffu koji ih je
detektirao 1864. godine. Schiffove baze, koje se jo§ nazivaju i imini, nastaju reakcijama
kondenzacije u kojima dolazi do reakcije izmedu aldehida ili ketona i amina, pri ¢emu dolazi
do izdvajanja vode ili neke druge manje molekule. U Schiffovim bazama karbonilna je
skupina, u kojoj je ugljik vezan dvostrukom vezom za kisik (C=0), zamijenjena iminskom
skupinom, gdje je ugljik vezan dvostrukom vezom na dusik (C=N) Sto je prikazano na Slici
1.} Kod karbonilne skupine R; i R, predstavljaju alkilnu ili arilnu skupinu, no mogu
predstavljati i vezan atom vodika na karbonilnu skupinu ukoliko se radi o aldehidima. Kod

iminske skupine R’ predstavlja alkilnu ili arilnu skupinu.?

C

~N

C:I.\.I

L~

Slika 1. Karbonilna (1) i iminska skupina (2)*

To su spojevi koji nastaju nukleofilnom adicijom primarnog amina na karbonilni ugljik
aldehida ili ketona. Kako je to povratna reakcija, za sintezu se mogu Koristiti i dialdehidi i
aminobenzojeve kiseline za njihovo sintetiziranje. Kako bi reakcija bila u $to boljem
iskoriStenju te brza, potrebni su blago kiseli uvjeti u kojima ¢e do¢i do gubitka vode, a ne i do
protoniranja amina. Kada bi otopina bila prekisela doslo bi do protoniranja amina, Koji su
bazicni spojevi, te time amin vise ne bi mogao reagirati kao nukleofil, ne bi doslo do njegova
napada na elektrofil — karbonilni ugljik (aldehid ili keton), te ne bi doslo do reakcije. Reakcija
nastajanja imina najbrza je pri pH 4,5. Na shemi 1 prikazana je opcenita reakcija primarnog

imina i aldeida, pri Gemu nastaju imin i voda.*

F0: R /R
R—NH, + )J\ — _N + H,0
R H
R
5

3 4 2

Shema 1. Opéeniti prikaz reakcije nastajanja imina



Opcenito, amini ¢e lakSe reagirati s aldehidima zato S§to aldehidi imaju jednu elektron—
donorsku skupinu (alkilnu skupinu), koja stabilizira karbonilni ugljik, dok ketoni imaju dvije
alkilne skupine koje su elektron—donorske te smanjuju reaktivnost karbonilnog ugljika. Isto
tako nukleofil, odnosno amin, lakSe ¢e napasti aldehid jer ketoni imaju dvije alkilne skupine
za razliku od aldehida koji imaju jednu alkilnu skupinu, te time dolazi do veéih steri¢kih
ometanja kod ketona. Ukoliko se Schiffove baze sintetiziraju iz aromatskih aldehida, nastat ¢e
stabilniji spojevi zato $to ¢e u svojoj strukturi posjedovati n—veze u kojma su elektroni
delokalizirani te ¢e se time dodatno stabilizirati veza u iminskoj skupini.? Nastajanje imina je
reverzibilan proces jer se hidroliza odvija brzo, stoga se mnogi imini mogu hidrolizirati u

aldehid ili keton i amin pri istim uvjetima pri kojima je doslo do nastajanja imina.>
2.1.1. Mehanizam nastajanja Schiffovih baza

Sinteza Schiffovih baza odvija se u dva stupnja — adicija amina na karbonilnu skupinu
i dehidratacija. U prvom stupnju dolazi do adicije amina na karbonilnu skupinu koja se
provodi u kiselo-kataliziranim uvjetima. U ovom stupnju protonira se karbonilni ugljikov
atom, zatim dolazi do nukleofilne adicije amina na karbonilnu skupinu pri ¢emu nastaje
tetraedarski intermedijer, a nakon toga slijedi deprotoniranje na dusikovom atomu te nastaje
karbinolamin (nestabilan meduprodukt) prema shemi 2.
U drugom stupnju odvija se kiselinski katalizirana dehidratacija gdje se protonira hidroksilna
skupina nastalog nestabilnog meduprodukta, karbinolamina. Protonirana hidroksilna skupina
dobra je odlazeca skupina te se odcjepljuje iz spoja. Odcjepljenjem hidroksilne skupine
nastaje kationski intermedijer koji se stabilizira rezonancijom. Glavni doprinos je ona
rezonancijska struktura s pozitivnim nabojem na dusiku, te elektronskim oktetima na svakom
atomu (shema 2). Zatim deprotoniranjem dusika iz iminske skupine nastaje Schiffova baza ili
imin. Cijeli mehanizam nastajanja Schiffovih baza prikazan je na shemi 2. Suvisak kiseline
protoniranjem amina zaustavlja prvi stupanj bez obzira na to §to je dehidratiranje

karbinolamina kiselinski kataliziran stupan;.



Prvi dio: adicija amina

H H
(|)|/\ :((J|r)|/ (|)H (|)/
HL — N P v
/C\‘— /C)\- C E= (|: +  H;0
— N 10
c e Ty e
| Ho 9
R g HyO:
7
Drugi dio: dehidratacija
TH \o)/ o ~o |
N HD | | X
C —_— C = N; -~ N + H2Q 5
JI /IL\ s e KJ\H\\J
R H R g ]
9 11 12 13 n
N
| + H;0°
N: 10
R
14

Shema 2. Mehanizam nastajanja imina

2.1.2. Razli¢iti nadini sinteze Schiffovih baza

Osim klasi¢ne sinteze imina pomo¢u amina 1 aldehida ili ketona, po

njihove priprave priprave. Reakcijom izmedu fenola i alikil-cijanida, alkohola i N-feniluree ili
reakcijom amonijaka, alkil-bromida i aromatskog aldehida isto tako nastaju imini. Reakcija
nastajanja imina iz fenola i alkil-cijanida provodi se tako da se navedeni reaktanti otope u

eteru, a zatim se u smjesu dodaje klorovodi¢na kiselina. Ukoliko je fenol slabo reaktivan,

osim navedene kiseline, u smjesu se dodaje i cinkov klorid.

stoje 1 drugi nacini



Na shemi 3 prikazana je reakcija rezorcinola s butironitrilom u eteru, uz klorovodi¢nu kiselinu

kao katalizator pri ¢emu nastaje 4-(1-iminobutil)benzen-1,3-diol.

OH

OH OH NH
\©/ 4 eter, HCI OH
CN
15 16

17
Shema 3. Nastajanje 4-(1-iminobutil)benzen-1,3-diol reakcijom rezorcinola s butironitrilom®

Ukoliko reagiraju aromatski aldehid, alkil-halogenid i vodena otopina amonijaka pri blagim
uvjetima uz zagrijavanje, nastat ¢e imin kojemu je izvor dusika bio amonijak. Na shemi 4

prikazana je reakcija benzaldehida, brommetana i amonijaka.

H
0 60°
+ T Np, t NH; ——>
r 3 T aq N
=z
19 20

18 o

21

Shema 4. Nastajanje imina reakcijom benzaldehida, brommetana i amonijaka®

Reakcija alkohola i N-feniluree provodi se u bazi¢nim uvjetima pri atmosferskom tlaku pri
¢emu se smjesa zagrijava na poviSenoj temperaturi. Produkt reakcije je imin te ovaj nacin
nastajanja imina predstavlja zadovoljavaju¢u zamjenu uobiCajenoj sintezi imina. Na shemi 5

prikazana je reakcija etanola i N-feniluree uz kalijev hidroksid kako bi se postigli bazi¢ni

uvjeti.
H,N E N
| T kon N
/\ + —_—
OH bez otapala
22 O 135°

23 24

Shema 5. Nastajanje imina reakcijom etanola i N-feniluree uz kalijev hidroksid



2.1.3. Kemijska svojstva i reaktivnost Schiffovih baza

Redukcija i hidroliza su reakcije koje se vezu uz imine, no imini su podlozni i adiciji
kod koje nastaju isti produkti kao i kod redukcije. Prilikom redukcije Schiffovih baza nastaju
amini. Da bi doslo do navedene reakcije potrebno je koristiti katalizatore kao $to su natrijev
borhidrid, nikal ili litijev aluminijev hidrid.” Tako se redukcijom mogu pripraviti i sekundarni
amini za $to se Koristi se metoda reduktivnog alkiliranja. Primjerice ukoliko se zeli pripraviti
N-furfuril-arilamin, Schiffovu bazu (npr. moze se koristiti za sintezu furfuriliden — anilin ili
furfuriliden—o—toluidin) potrebno je otopiti u bezvodnom metanolu, a zatim reducirati pomocu
pet puta vece koli¢ine strugotina magnezija (po Grignardu), opranog u eteru i metanolu.
Shema 6 prikazuje reakciju redukcije imina u kojoj nastaje sekundarni imin uz gore navedene

uvjete. X predstavlja supstituente koji se pojavljuju u razli¢itim N-furfuril-arilaminima.?

+H H
@\C// N (Mg + CZH3OH) @\C/ N
H H

Shema 6. Redukcija imina

Prilikom hidrolize imina dolazi do nastanka aldehida i amina. Kada se dusik iminske skupine
protonira, nastaje iminijev ion. Kako novonastali ion zbog manjka negativnog naboja djeluje
kao elektrofil, u reakciji s vodom, koja ima svojstva nukleofila, voda napada ugljik u iminske
skupine, kisik se deprotonira, a duSik protonira te nastaju aldehid i alkilamin. Shema 7

prikazuje hidrolizu benzaldehid-metilimina do benzaldehida i metilamina.*

| I
Cae C.
%N\ H*, suvidak H,0 o C_I-'\-IH
CH3 3 3
29
27 28

Shema 7. Hidroliza benzaldehid-metilimina



2.1.4. Primjena Schiffovih baza

Schiffove baze i njihovi derivati zbog svojih razlicitih struktura i §iroke moguénosti
primjene njihovih metalnih kompleksa, vaznu ulogu imaju u koordinacijskoj kemiji.
Kompleksi koje stvaraju Schiffove baze mogu katalizirati reakcije hidrolize, oksidacije i
elektro-redukcije. Njihovi kompleksi mogu se koristiti kao kataliti¢ki aktivne tvari, imaju
antimikrobno i antitumorsko djelovanje pa se uvelike koriste i u farmaceutskoj industriji te
medicinskoj kemiji u dizajnu novih bioloski aktivnih spojeva.

Neke Schiffove baze djeluju i protiv sojeva Escherichiae coli i Staphylococcusa aureusa, dok
neki metalni kompleksi nikla, cinka ili bakra i Schiffovih baza imaju antitumorsko
djelovanje.* Od vaznijih metalnih kompleksa Schiffovih baza isticu se oni na bazi pirazola. Ti
ligandi stvaraju veze najviSe s ionima prijelaznih metala, a struktura nastalih kompleksa ovisi
o strukturi Schiffove baze, geometriji oko srediSta metala i fleksibilnosti koordinacijskog
sredista. U farmaceutskoj industriji, djelotvornost lijeka odredena je iminskom skupinom i
sredi$njim metalnim ionom te ukoliko dode i do najmanjeg odstupanja u strukturi Schiffove
baze, promijenit ¢e se bioloSka svojstva molekule. Stoga se pazljivo moraju odabrati
odgovarajuée baze.® Kao primjer pozitivnog djelovanja imina u farmaceutskoj industriji vazno
je navesti zolpidem (imidazopiridin). To je Schiffova baza za koju se vjeruje da bi mogla
pomoc¢i u lijeCenju Parkinsonove bolesti. Kako se zolpidem koristi kao induktor spavanja, on
sadrzi receptore koji olakSavaju neurotransmisiju. Istrazivanja pokazuju da zolpidem kod
bolesnika koji boluju od Parkinsonove bolesti moZe pozitivno utjecati na motoriku jer se veze
na ganglije koje su prekomjerno aktivne kod bolesnika. No do problema dolazi jer navedeni

imin uzrokuje pospanost te je stoga potrebno pacijentu prona¢i odgovarajuéu dozu.™

2.2. Opticki senzori

Kako bi se dobili odgovaraju¢i podaci o ispitivanoj tvari, koriste se uredaji koji daju
to¢ne informacije o prisutnom analitu. Analit je najéeS¢e ion, a moze biti i neki sloZeniji
sustav. Takvi uredaji nazivaju se opticki senzori. Oni detektiraju promjenu opti¢kih svojstva
nakon §to uredaj dode u kontakt s ispitivanom tvari. Opticki senzori bolji su od senzora koji
koriste elektri¢nu energiju jer su selektivni, osjetljivi i jeftiniji te nije potrebna uporaba

SRTTIRE!
referentne Celije.



Opticki senzori ne ovise o elektromagnetskim pojavama, a ukoliko je potrebno koristiti
zapaljive i eksplozivne tvari, kod ispitivanja pomocu optickih senzora mogucée ih je
upotrebljavati. Optic¢ki senzori mogu se podijeliti na izravne, gdje se analit prepoznaje
pomocu apsorpcije 1 kemiluminiscencije, 1 senzore posredovane reagensom. Senzori
posredovani reagensom rabe osjetljive molekule kako bi se analit detektirao te kako bi se

pratila njegova koncentracija.*
2.2.1.Dijelovi opti¢kog senzora

Opticke senzore mozemo podijeliti obzirom na dvije faze rada: fazu kemijskog
prepoznavanja te fazu prevodenja signala u odgovarajucu informaciju (slika 2). Kada uzorak
dode na membranu receptora, receptor detektira parametar i provodi ga u opticki signal. Kod
odabira receptora potrebno je pronaéi odgovarajuée indikatore, polimere i tehnike
imobilizacije. Ovisno tehnici koja se koristi u optickim senzorima, senzor moze detektirati
parametre poput koncentracije analita ili njegove pH vrijednosti. Nakon detekcije, optic¢ki
signal se pomocu pretvornika provodi u signal koji je pogodan za daljnju obradu — mjerljivi
signal koji mora biti tocan, pouzdan i precizan. Kako bi signal imao navedene osobine,
potrebno je da opticki senzor ima dobru selektivnost, osjetljivost, to¢nost, preciznost i nisku
granicu detekcije. Daljnjom obradom mjerljivog signala, analitiCar dobiva informaciju o

ispitivanom uzorku.**

+—>

UZORAK OPTICKI MJERLJIVI
T SVIJETLOST —» SIGNAL —> SIGNAL

T i

v PROCESIRANI
MEMBRANA SIGNAL

L INFORMACIJA

Slika 2. Shematski prikaz pretvorbe pocetnog signala u informaciju
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2.2.2. Djelovanje optickog senzora

Djelovanje optickih senzora temelji se na medudjelovanju tvari i svjetlosti. Kada se
zraka svjetlosti propusti kroz sloj tvari, koja moze biti u ¢vrstom, kapljevitom ili plinovitom
agregatnom stanju, dolazi do odvijanja razli¢itih procesa. Prilikom propustanja svjetlosti
moze do¢i do njegove apsorpcije, refleksije, refrakcije te luminiscencije. Moze doéi i do
polarizacije svjetlosti ukoliko se tvar u ¢vrstom ili kapljevitom stanju sastoji od prostorno
orijentiranih dipola. Za provodenje svih navedenih tehnika koriste se samo odredene valne

duljine.®
2.2.2.1. Apsorpcija

Ukoliko materija apsorbira svjetlost, do¢i ¢e do smanjenja intenziteta primarne zrake.
Kod apsorpcije elektromagnetskog zracenja, elektroni se pobuduju te prelaze iz osnovnog u
pobudeno stanje u kojem se molekula zadrzava kratko. Takva molekula gubi energiju zbog
sudara s ostalim molekulama u sustavu, predaje energiju drugim molekulama te se vra¢a u
osnovno stanje. Apsorpcija elektromagnetskog zracenja razlikuje se za molekule i atome.
Atomi u plinovitom agregacijskom stanju apsorbiraju to¢no odredene kvante energije te daju
linijski apsorpcijski spektar, dok molekule u plinovitom stanju apsorbiraju kvante bliske
energije te zbog toga daju kontinuirani spektar sa Sirim podru¢jem apsorpcije. Razlog veceg
podrucja apsorpcije je taj da je kod molekule moguce da dode do pobude velikog broja
energetski razli¢itih stanja, a ako je molekula u ¢vrstom ili kapljevitom agregatnom stanju,
njen apsorpcijski spektar ¢e se jo§ viSe proSiriti jer ¢e se utjecaj susjednih molekula odraziti na
vibraciju molekule.* Apsorpcija je glavna tehnika na kojoj se temelji rad veéine optickih
senzora. U takvim instrumentima, mjeri se intenzitet pobude u odnosu na intenzitet
propustenog svjetla. Tu korelaciju opisuje Lambert — Beerov zakon, pomoc¢u kojeg se moze
vidjeti ovisnost apsorpcije svjetlosti o karakteristikama molekula koje apsorbiraju svjetlost.
Karakteristika molekula izrazava se pomocu molarnog apsorpcijskog koeficijenta (g),

koncentracija molekula (c) te optickom putu prolaska svjetlosti kroz medij (1).

Lambert — Beerov zakon: A=log lp/I=¢cl

Apsorbancija (A) je veli¢ina koja pokazuje smanjenje intenziteta svjetlosti pri prolasku kroz

medij.”®
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2.2.2.2. Kemiluminiscencija

Kada dode do pobude molekule zbog kemijske reakcije iz ¢ega slijedi emisija fotona u
osnovno stanje, takav mehanizam naziva se kemiluminiscencija. Kod kemiluminiscencije
jedna tvar reagira s drugom pri ¢emu nastaje produkt u pobudenom stanju te dolazi do slijedne
emisije fotona. Prednost luminiscencije jest veca osjetljivost metode i postizanje nizih granica
detekcije. Ova metoda jednostavna je i jeftina. Medutim jedan od glavnih nedostataka
luminiscencije jest to da je pobudivanje uzorka moguce koristenjem samo elektromagnetskog
impulsa. Osim toga prilikom koriStenja ove metode prilikom mjerenja intenziteta emitirane
svjetlosti, njena preciznost i to¢nost ovisit ¢e o Cisto¢i uzorka, osjetljivosti detektora i

unutragnjim filterima.*®
2.2.2.3. Refleksija i refrakcija

Kako bi doslo do stvaranja signala pobude pri interakciji molekulama analita sa
svjetlo§¢u, analize se provode u cilindri¢nim optickim vlaknima ili svjetlovodima u kojima se
svjetlosni snop pri stalnom medudjelovanju dodirnih povrSina medija razli¢itih vrijednosti
indeksa loma. Hoce 1i do¢i do refleksije ili refrakcije ovisi o upadnom kutu zrake svjetlosti, a
do ovih mehanizma dolazi ako zraka kada putuje medijem veéeg indeksa loma dospije na

dodirnu grani¢nu zonu gdje se nalazi medij manjeg indeksa loma (slika 3).

Kod refleksije zraka se vrac¢a natrag u medij, dok kod refrakcije zraka prelazi grani¢nu
zonu 1 prelazi u drugi medij. Prilikom toga brzina zrake svjetlosti biti ¢e veca u mediju koji
ima ve¢i indeks loma, a time i veéu opti¢ku gustoéu.'® Kod refleksije, reflektirani kut iste je
veli¢ine kao i upadni. Refraktirana zraka ima istu frekvenciju kao i upadna zraka te kako bi
faze ostale uskladene, indeks loma zrake se mijenja Sto uzrokuje razlicite velicine kuta upadne

i refraktirane zrake svjetlosti. Navedena ovisnost opisuje se Snellovom jednadzbom.
Snellova jednadzba: n; sinf; = n; sinb,

gdje su ny i n, indeksi loma, a 05 i 6, kutevi upadne i refraktirane zrake.'’
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Slika 3. Shematski prikaz mjerenja (A — refleksija, B — refrakcija, C — apsorpcija, D —

emisija)™

2.2.3. Indikatori

Mnogo optickih senzora temelji se na koristenju indikatora kako bi se detektirao analit
zato §to mnogo analita ne pokazuje opticka svojstva. Indikatori se dijele na kolorimetrijske i
luminiscentne. Upotrebom kolorimetrijskih indikatora do¢i ¢e do promjene njihove boje
nakon $to izreagiraju S analitom. Promjena koja se dogodila, iako je vidljiva samo
promatranjem uzoraka, odreduje se pomocu spektroskopa. Medu kolorimetrijske indikatore
spadaju redoks indikatori, kao $to su anilinska kiselina i metilen-plavi, ftalati te azo-boje.
Luminiscentni indikatori omogucuju odredivanje koncentracije analita zbog promjene
emisijskih svojstva koja se dogada u luminoforima. NajceS¢e koriSteni luminiscentni

indikatori su rodamini, fluoresceini i cijanin boje.*®

2.2.4. Imobilizacija indikatora

Kako bi se indikator imobilizirao na polimernu matricu, koriste se razli¢ite metode
imobilizacije. To su metode u kojima se nanosi film, koji utje¢e na osjetljivost senzora, na
supstrat. Pod metode imobilizacije spadaju impregnacija, dopiranje i kovalentno vezanje.
Ukoliko se koristi kao tehnika imobilizacije indikatora impregnacija, indikator ¢e se
elektrostatskim vezanjem, fizikalnom adsorpcijom ili kemisorpcijom vezati na polimernu
matricu. Dopiranje je tehnika u kojoj se indikator doda pocetnoj otopini polimera te
polimerizijom ostaje imobiliziran u matrici. Metoda se Cesto koristi jer se mogu koristiti
razli¢iti indikatori 1 polimeri. Kod kovalentnog vezanja indikator se veze za polimernu
matricu pri ¢emu je potrebno odabrati indikator koji ima skupinu koja se moze kovalentnom
vezom vezati za polimer ili stvoriti kopolimer polimerizacijom indikatora. Kovalentno
vezanje je najstabilnije i trajnije, no prilikom te tehnike imobilizacije smanjuje se osjetljivost

analita te se produljuje vrijeme odziva senzora.'®
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2.2.5. Imobilizacija matrice

Matrica omogucéava pohranu reagensa kako bi bio raspoloziv analitu te se ne bi mogao
isprati. Reagens je imobiliziran na matrici u obliku tankog filma. NajceS¢e se kao matrice
koriste sustav sol-gel i polimerni materijali, a sve se vise po¢inju koristiti papirnate i tekstilne
(polimerne) matrice.’® U optickim senzorima koriste se polimerne matrice kao §to su
polistiren i polivinil klorid. Razlog njihove Siroke primjene jest to Sto su pogodni za
ispitivanja na visokim temperaturama. Koju ¢emo polimernu matricu odabrati ovisi o njihovoj
stabilnosti, poroznosti i imobilizaciji bojila.?* S druge strane, sol-gel matrice fotokemijski su
stabilnije od polimernih, a njihova poroznot omogucuje slobodnu difuziju analita. Glavni
parametri za dobivanje zeljenih sol-gel matrica su pH, koncentracija, sadrzaj vode i
temperatura stvrdnjavanja. PodeSavanjem tih parametara dobiva se materijal odredene
polarnosti i poroznosti. Najcesce se koriste za imobilizaciju reagensa i boja osjetljivih na
analite. Kako postoji vise tehnika njihove izrade i zbog toga §to su opticki prozirne, vise se

primjenjuju.?
2.2.6. Prijenos svjetlosti na velike udaljenosti

Pomoc¢u optic¢kih vlakana i svjetlovoda, moze se prenositi snop svjetlosti na velike
udaljenosti tako da smanjenje intenziteta snopa svjetlosti bude minimalno. Time je
omoguceno udaljeno senzoriranje pa se primjenjuje kada je opticka celija udaljena od
mjernog instrumenta. Kako se opti¢ko vlakno moze lako savijati, pogodno je za promjenu
smjera prenoSenja. Takva mjerenja tipicna su za spektrofotometar. Udaljeno senzoriranje
moze se primijeniti kod provjere koncentracija metana koriStenjem u rudnicima infracrvenog
spektrometra te kod nuklearnih postrojenja gdje se prati koncentracija plutonija i urana
pomocu spektrofotometra. Na temelju mjesta odvijanja interakcija s analitom, opticka vlakna
mogu se podijeliti na unutarnja i vanjska. Kod unutarnjih interakcija se dogada unutar
svjetlosnog snopa, dok kod vanjskih do interakcije izmedu opti¢kog vlakna i analita dolazi

izvan snopa.'®

2.2.7. Optode za senzoriranje iona

Naziv optoda predstavlja opticki aktivni dio optickih senzora. Tako se razlikuju optode
za senzoriranje iona (senzoriranje kod pH vrijednosti, plinova koji su potencijalne kiseline ili
baze i metalnih iona), te optode za glukozu, penicilin i kisik i dr. Optode za senzoriranje iona

zasnivaju se na reakciji izmedu iona i molekula pri ¢emu dolazi do promjene boje.
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Da bi se tvar bila odredenog obojenja, ona mora apsorbirati elektromagnetsko zracenje U
spektru vidljive svjetlosti. Ukoliko tvar apsorbira sve valne duljine vidljivog spektra, bit ¢e
crna, no ako propusta sve valne duljine vidljivog spektra, tada ¢e tvar biti bezbojna. Kada se
odreduje koncentracija vodikovih iona pomoc¢u optoda, koriste se kiselinsko — bazni indikatori
koji u protoniranim i deprotoniranim oblicima daju razli¢ita obojenja. Takvi indikatori koriste
slabe kiseline i baze gdje je pomocu vodikova iona definirano ravnotezno stanje otopine.”
Osjetljiva polimerna membrana glavni je dio optoda za senzoriranje iona. Polimerna
membrana je vrlo Cesto neka jako viskozna tvar koja je nemjesljiva s vodom te sadrzi ionofore
(nosa¢ iona) 1 lipofilne soli (omogucuju elektroneutralnost membrane) koji imaju ulogu
ionskih izmjenjivaga.**

2.2.7.1. Optode za senzoriranje pH

Optode za senzoriranje pH vrijednosti izvedene su kao minijaturni senzori. Komorna
cijev za dijalizu nacinjena je od celuloznog acetata te je spojena s optickim vlaknom. Unutar
komore nalazi se indikator fenol crveno koji se nalazi na povrSini mikrokuglica
poliakrilamida i kuglica polistirena koje dovode do poveéanja refleksije. Kako je indikator
crvene boje, njegov maksimum apsorpcije je pri 560 nm pa se do opticke ¢elije svjetlost te

valne duljine dovodi pomoéu opti¢kog kabla.'®

Fenol crveno ¢e jedan dio svjetlosti, ovisno o pH medija u ¢eliji, apsorbirati, a drugi ¢e se dio
se reflektira i vraca pomocu iste opticke niti do detektora. Kada optoda uroni u otopinu,
vodikovi ioni prolaze kroz membranu za dijalizu te sve do uspostavljanja ravnoteze dolazi do
konstantne promjene pH vrijednosti u ¢eliji. Promjena pH odnosi se kao razlika intenziteta
pobudene i reflektirane svjetlosti, a navedeni odnos se odreduje bazdarenjem standardnih
otopina.’®* pH senzori koji se temelje na apsorpciji i prolazu svjetlosti koriste kiselinsko —
bazne indikatore kojima je izmijenjena struktura kako bi doslo do njihovog ugradivanja u
hidrofobnu membranu koja se koristi kako bi se izdvojio analit iz otopine. Kod takvih senzora
indikator apsorbira svjetlost karakteristicne valne duljine za koriSteni indikator, prilikom
mjerenja uspostavlja se ravnoteza (ovisi o koncentraciji vodikovih iona u otopini) izmedu
neprotoniranog i protoniranog oblika indikatora u membrani. Indikator prelazi iz
neprotoniranog u protonirani oblik 1 obratno kako bi 1 membrana 1 otopina ostala elektricki
neutralna, a boja indikatora protoniranog i neprotoniranog stanja odredena je aktivitetom

vodikovih iona iz otopine.”®
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Primjer takvog indikatora je natrijev tetrafenilborat jer ima velik hidrofobni karakter. Na
njegovu boju utjece reakcija izmjene natrijevih iona izmedu membrane i otopine te stanje
ravnoteze protoniranog i neprotoniranog oblika indikatora na koji utjece aktivitet vodikovih

iona iz otopine.®
2.2.7.2. Optode za senzoriranje plinova koji su potencijalne baze ili kiseline

Kada plinovi reagiraju s vodom, ionizacijom nastaju H* ili OH™ ioni prilikom &ega se
moze onda odrediti koncentracija plinova pomoc¢u optoda za vodikove katione. Kod ovakvih
senzora, pH otopine uz povrSinu optode, koja je prekrivena teflonskom membranom, se
mijenja kada plin reagira s vodom. Promjena pH povezana je s koncentracijom plina u

sustavu.®

2.2.7.3. Optode za senzoriranje metalnih iona

Sposobnost metalnih iona da stvaraju obojene komplekse s ligandima, omogucuje
koristenje UV/Vis spektrofotometara. Isticu se kompleksi koje stvaraju prijelazni metali jer
prilikom pobude elektrona d bloka, dolazi do apsorpcije svjetlosti te nastaju kompleksi
intenzivnog obojenja. Obojenje je jace Sto je veca koncentracija kompleksa. Koncentracija

kompleksa ovisi 0 koncentraciji liganda i metalnog iona.”®

2.3. Derivati imidazo[4,5-b]piridina kao opticki senzori

U organskoj kemiji 1 medicini jedni od najvaznijih spojeva su heterocikli koji sadrze
dusik, posebice piridin, benzimidazoli i imidazo[4,5-b]piridini. Oni su nezamjenjivi strukturni
fragmenti kod sinteze bioloski aktivnih molekula koje se koriste u farmaceutskoj industriji.
Zahvaljujuéi dobroj topljivosti, stabilnosti 1 fotokemijskim karakteristikama, koriste se kao
organski nelinearni opticki materijali, laserska bojila i solarni kolektori. Zbog fluoresciraju¢ih
svojstava, 3-H-imidazo[4,5-b]piridinska jezgra Kkoristi se za strukturnu analizu nukleinskih
kiselina. Kako bi se ispitala svojstva derivata imidazo[4,5-b]piridina, provedena su brojna
istrazivanja.

I. Bocek i grupa znanstvenika proveli su sintezu derivata imidazo[4,5-b]piridina nakon
Cega je provedena spektroskopska karakterizacija i racunalna analiza kako bi se utvrdila

njihova moguénost uporabe kao pH senzora.
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Fotofizikalne karakteristike derivata utvrdene su UV-Vis i fluorimetrijskom spektroskopijom
u nekoliko polarnih i nepolarnih otapala te pufera s razli¢itim pH vrijednostima. Za pripravu
novih iminokumarina imidazo[4,5-b]piridina, kao polazni reaktant koristen je N-metil-2-

nitroaminopiridin (30) prema shemi 8.

N NH,
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/\ CN
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OH N CN
N | \>_/
N/ N
2 \
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HO
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43 R] metll R2 N02 ) SnClL x 2 H.0
44 R = metil, R,= NH, 2 2

O,N

Shema 8. Sinteza derivata imidazo[4,5-b]piridina

Redukcijom navedenog reaktanta, pripremljen je N-metil-2,3-diaminopiridin 33. Nadalje, za
pripremu Zeljenih iminokumarina, provedena je ciklokondenzacija prekursora 31 i 32 uz
etilcijanoacetat kako bi se dobili odgovaraju¢i 2-cijanometilimidazo[4,5-b]piridini.
Kondenzacijom prekursora 33 i 34 sa salicilaldehidima 35-38, priredeni su Zeljeni

iminokumarini 40-44.
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Reakcijom kondenzacije iz 5-nitrosalicilaldehida pripremljen je pentaciklicki produkt 39.
Iminokumurin s amino supstituentom 44 prireden je redukcijom sa SnCl,x2H,0 u metanolu,
dok su dobiveni produkti 40 i 41 smjesa dva tautomera koje nije moguce razdvojiti.

Da bi se provela spektroskopska karakterizacija odabranih spojeva, otopljeni su u otapalima
razli¢itog polariteta te su snimljeni apsorpcijski i emisijski spektri. Spektroskopska
karakterizacija provedena je kako bi se utvrdio utjecaj polozaja supstituenta te utjecaj otapala
na spektroskopske karakteristike sintetiziranih derivata imidazo[4,5-b]piridina. Apsorpcijski
spektri snimani su pri istoj koncentraciji spojeva od 2x10™ mol dm™ u podru&ju od 200 do
500 nm. Na slici 4a prikazan je apsorpcijski spektar sintetiziranog derivata 40. Navedeni spoj
pokazuje najveci intenzitet apsorbancije s blagim hiperkromnim pomakom u etil-acetatu, a u
metanolu je doSlo do hipokromnog pomaka intenziteta apsorbancije. Obzirom na ostala
otapala, u toluenu derivat 40 pokazuje blagi batokromni pomak maksimuma apsorpcije.
Snimanje emisijskih spektara provedeno je pri razli¢itim, manjim koncentracijama za
pojedine derivate zbog njihove razlike u topljivosti. Za derivat 41 spektri su snimljeni pri
koncentraciji od 2x107 mol dm™ te su prikazani na slici 4b. Valne duljine pobude odredene su
iz maksimuma apsorbancije. Emisijski spektar derivata 41 ukazuje na velik utjecaj polarnosti
otapala na fluorescenciju. Polarna otapala pokazuju hipokromni pomak intenziteta emisije,
dok nepolarna uzrokuju hiperkromni pomak intenziteta fluorescencije. Najveéi intenzitet

fluorescencije spoj 41 pokazuje u dioksanu.

a) UV-Vis spektar derivata 40 b) Emisijski spektar derivata 41
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Slika 4. UV-Vis spektar derivata 40 (a) i emisijski spektar derivata 41 (b)
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Kako bi se ispitala moguénost primjene derivata od 39 do 44 kao optickih pH senzora,
promjena spektroskospkih karakteristika pri razlic¢itim pH vrijednostima prac¢ena je pomocu
spektroskopskih pH titracija. Smanjenje pH vrijednosti omogucilo je protoniranje ispitivanih
spojeva i promjenu gustoce elektrona u ciklickim strukturama. Kako je doslo do promjene u
apsorpcijskim i emisijskim spektrima, zakljuceno je da proucavani spojevi imaju mogucénost
primjene kao pH senzori. Kod derivata 40 (slika 5a) opazaju se promjene u emisijskom
spektru. Protoniranje spoja 40 uzrokuje batokromni pomak maksimuma emisije, te
hipokromni pomak intenziteta emisije, dok pri jako bazi¢nim uvjetima dolazi do gaSenja
fluorescencije. S druge strane, kod derivata 41 u vrlo bazi¢nim uvjetima isto tako dolazi do
gaSenja fluorescencije, dok kod jako kiselih uvjeta dolazi do hipokromnog pomaka intenziteta
fluorescencije (slika 5b). Za derivat 43 izraZzeniji je apsorpcijski spektar kojeg obiljeZzava
stvaranje jednog novog maksimuma emisije na 310 nm, te hiperkromni pomak intenziteta

emisije na ostala dva maksimuma (slika 6).

Ovim ispitivanjem pokazalo se da svi spojevi pokazuju i Stokesov pomak od 38 do 136 nm.

To ukazuje na veliku razliku u energiji pobudivanja, posebice za derivate 40 i 43.

a)
—0) b)
m—pnH 1,03
—pH 2,00 800 - pH 7,04 —_MQ
oH 3,03 —pH 1,03
pH 4,01 700 —— pH 2,00
pH 5,00 pH 3,03
pH 6,03 600 pH 4,01
m—nH 7,04 pH 5,00
m—nH 7,99 pH 6,03
= 0H 9,01
pH 9,98
pH 11,00
m—nH 12,04
—nH 12,93

1000

2004

600 e H 7,04
——pH 7,99
——pH 9,01
pH 9,98
pH 11,00
——pH 12,04
PH 12,93 pH 1,03 ——pH 12,93

Rel. Fluo. Int.
F3
(=]
=

)( .“
/ pH12,93

0t T T — 1 B i =

T ; 1
A0 5 ) 550 a0
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Rel. Fluo. Int.

4004
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Slika 5. Emisijski spektar derivata 40 (a) i 41 (b)
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Slika 6. Apsorpcijski spektar derivata 43

Kako bi §to bolje bila protumacena kiselinsko/bazna svojstva ispitanih derivata, provedena je i
ratunalna analiza. Rac¢unalnom analizom dokazano je da kod derivata od 40 do 44 dolazi do
prijelaza iz monoprotoniranih u diprotonirane oblike izmedu pH vrijednosti od 3,4 do 4,4, dok
pri pH vrijednostima od 10,4 do 13,7 prelaze iz monoprotoniranih u neutralne oblike. Na
temelju prijelaza iz jednog oblika u drugi zakljucuje se da se derivati mogu koristiti kao pH
senzori. Analiza je provedena racunanjem pK, vrijednosti, no kako bi se dodatno potvrdili
dobiveni rezultati, predvideni su i teorijski UV-Vis spektri za razli¢ite protonirane oblike
derivata od 39 do 44. Na slici 7. prikazana je apsorpcijska pH titracijska krivulja za derivat 43

iz ¢ega je dobivena pK, koriStenjem Boltzmannove krivulje.

0,35 4
0,20 4
0,25 4
0,20 1 PKs=10.278
A s R?= 0,997
0,10 4
0,05 4
0004 = — "
0 T T T T T T 1
1] 2 4 (3 8 10 2 14
pH

Slika 7. pH titracija krivulja

Iz dobivenih rezultata provedenog eksperimenta zakljuceno je da polaritet znacajno utjece na
karakteristike spektara, a vrsta 1 polozaj supstituenta utjeCe na fotofizicke znacajke dobivenih

spojeva.
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Isto tako rezultati su pokazali da promjena pH uvjeta znafajno utjeCu na zabiljeZene
spektralne promjene te da se spojevi od 40 do 44 mogu Koristiti pri izradi pH sondi. To im
omogucuju acido-bazna svojstva spojeva koja se mogu znacajno mijenjati promjenom

supstituenta na iminokumarinskoj jezgri.?’

T. Baladi i suradnici proveli su prvo C-2 izravno alkeniliranje 3H-imidazo[4,5-b]piridina uz
Pd/Cu katalizator, te potpomognuto mikrovalovima. Cilj ovog istrazivanja bio je sintetizirati
nove unakrsno konjugirane 2-vinil- i 2-alkinilimidazo[4,5-b]piridine sa zadovoljavaju¢im
fluorescentnimm i solvatofluorokromnim svojstvima. Ovakav tip spojeva od izrazite su
vaznosti u podru¢ju medicine prilikom razvoja lijekova za lijeCenja dijabetesa, raka i
hipertenzije. Za sintezu zeljenih derivata, kao pocetni reaktant uzet je 6-bromimidazo[4,5-
b]piridin kako bi se kasnije mogli uvoditi razni supstituenti na heterociklicku jezgru.
Koristenjem smjese Pd(OAc); (5 mol-%), Cul (10 mol-%), fenantrolina (20 mol-%) i t-BuOLi
(2 ekviv.) u dioksanu, pod uvjetima mikrovalnog zracenja na 120 °C i 30 minuta, dolazi do
reakcije bromstirena u C-2 polozaju imidazo[4,5-b]piridina. Najmanje iskoristenje je imala

reakcija uvodenja nitro skupine.

’ C O Nyf@

Z N 2 ekv.
N \ 46a-j
Bn R=H, 4-Me, 4-Ph, 3-OMe
45 3-F, 3-Br, 3-NO,, 4-CN
4-CF;, 3,5-C1
dioksan Cul 10 mol-%
120 °C /30 min | Pd(OAc), 5 mol%
mikrovalovi fenantrolin 20 mol-%
tBuOLi 2 ekv.
' R
Br\[jiN /
L
N N
\ 47a-j

Bn  R=H, 4-Me, 4-Ph, 3-OMe
3-F, 3-Br, 3-NO,, 4-CN
4-CF;, 3,5-Cl

Schema 9. Alkeniliranje imidazo[4,5-b]piridina
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Halogenirani imidazo[4,5-b]piridini uspjes$no su alkenilirani u polozaju C-2 prilikom ¢ega je
halogenidna skupina ostala nepromijenjena. Isti uvjeti katalitickog alkeniliranja
potpomognutog mikrovalovima pogodni su i za reakciju sa 6-arilimidazo[4,5-b]piridinom. Na
shemi 10 prikazano je alkeniliranje supstituiranih imidazo[4,5-b]piridina. Medutim, utvrdeno
je da je prisutnost metoksi supstituenta nepovoljno utjecala na reakciju, $to se o¢ituje u malom

iskoristenju reakcije.

Br

X X
dioksan
Y. N X 120 °C / 30 min Y N
X \ mikrovalovi _ ‘ \ /
> H +
‘ Cul 10 mol-% —
Z~\ Pd(OAc), Smol% 7 N N
Z N
\ fenantrolin 20 mol-% \
Bn /BuOLi 2 ckv. Bn
48 X=H, Y=CI, Z=H 46a 48a X=H, Y=Cl, Z=H
49 X=H, Y=H, Z=CIl 49a X=H, Y=H, Z=Cl
50 X=Cl, Y=Br,Z=H 50a X=Cl, Y=Br,Z=H
51 X=H,Y=H,Z=H S51laX=H,Y=H,Z=H
52 X= H, Y= 0-(OMe)CgH,, Z= H 52a X= H, Y= 0-(OMe)C¢H,, Z= H
53 X=H, Y=Ph, Z=H 53a X=H, Y=Ph, Z= H
54 X= H, Y= m-F-p-(CN)C¢Hs, Z= H 54a X= H, Y= m-F-p-(CN)C¢Hs, Z= H

Shema 10. Alkeniliranje supstituiranih imidazo[4,5-b]piridina

U sklopu provedenog istrazivanja sintetiziran je i 4-(N,N-dimetilamino)fenilimidazo[4,5-
b]piridin. 4-(N,N-dimetilamino)fenilni supstituent je elektron-donor, a funkcija stirilne
skupine je privlacenje elektrona (CF3) (shema 11). Kako bi se priredile nove fluorescirajuce
sonde, kao pocetna molekula za sintezu koristen je N-3-benzilimidazo[4,5-b]piridin. Sinteza
je provedena u Suzuki uvjetima pri ¢emu je dobiven 6-(4-N,N-dimetilaminofenil)imidazo[4,5-

b]piridin (55). Zatim je 4-(trifluormetil)fenilvinil uveden izravnim C-2 alkeniliranjem.
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dioksan
100°C/16h Me,N
Br N PACly(dppf) 10 mol-%
Cs,CO5 (2 M aq.) 2,5 ekv. _

| Y
/ B(OH), XN
N/ N\ /©/ | \>7H
Bn Me,N =

45 N
\
/\/©/ N ) )
Br~ X 46i
a)CF
Br 3
AN
N Br 56
- r b)
A N
N/ N\ \ CF,4
N Bn
-~ 57
X N
N/ N\ \\ CF;
Bn
58

Schema 11. Sinteza novih fluorescirajucih 2-vinil i 2-alkilimidazo[4,5-b]piridin, a) uvjeti: Cul
(10 mol-%), 1,10-fenantrolin (20 mol-%), Pd(OAc). (5 mol-%), tBuOL.i (2 ekv.), dioksan,
mikrovalno zraCenje, 120 °C, 30 min, b) CuBr-SMe; (10 mol-%), DPEPhos (20 mol-%), t-

BuOL.i (6 ekv.), dioksan, refluks, 4 h

Fotofizi¢ka svojstva derivata 57 i 58 ispitana su u razli¢itim otapalima. Derivati 57 i 58
apsorbiraju u bliskom podru¢ju u UV spektru te ne pokazuju solvatokromizam. Medutim oba
spoja jako fluoresciraju, te imaju jaka svojstva solvatofluorokromizma, u sliénom podrucju
maksimuma fluorescencije (slika 9a i 9b). Vrijednosti Stokesovog pomaka u istim otapalima

takoder su bliske za oba spoja.
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Slika 9. Apsorpcija (iscrtkane crte u cikloheksanu) i normalizirani intenzitet emisije derivata
57 (a) i 58 (b) u razlic¢itim otapalima: 1-cikloheksan, 2-toulen, 3-1,4-dioksan, 4-DCM, 5-
AcOEt, 6- THF

Ovim eksperimentom je dokazano da je izravna C-2 alkenilacija potpomognuta
mikrovalovima ucinovita metoda za izradu fluorescentnih sondi zbog velikih Stokesovih

S : : 2
pomaka i izrazenih solvatofluorokromnih svojstava.?

I. Bo¢ek i grupa znanstvenika proveli su sintezu novih nesupstituiranih i N-
supstituiranih imidazo[4,5-b]piridina (akrilonitrila). Proucavan je njihov antioksidativni
potencijal spektroskopskim metodama DPPH i ABTS, FRAP metodom, te mjerenjem
elektrokemijskog oksidacijskog potencijala. Istrazivanje je provedeno s ciljem proucavanja
antioksidativnog djelovanja supstituenata, te utjecaj supstituenata i polarnosti otapala na
spektroskopske znacajke. Rezultati su na kraju potvrdeni i ra¢unalnom analizom. Ispitana su
svojstva metoksi, N,N-dimetilamino, te N,N-dictilamino supstituentima smje$tenim na
fenilnim jezgrama.

Sinteza novih N-supstituiranih derivata imidazo[4,5-b]piridina prikazana je u shemi 12.
Sintetizirane molekule 60-62 dobivene su uz veliko iskoriStenje koriste¢i kao polaznu
molekulu 2-klor-3-nitropiridin 59. Do velikog iskoristenja reakcije doslo je zbog provodenja
reakcije u nekatalitickim uvjetima koristenjem metilamina, izobutilamina i anilina u suvisku,
pri ¢emu je reakcija potpomognuta mikrovalovima. Za sintezu derivata 63-65 koristen je Pd/C
i amonijev formijat ili SnCl,x2H,0 ¢ime se i smanjio utjecaj nitro skupine. Derivati 67-70
pripravljeni su termi¢kom ciklokondenzacijom s etilnim cijanoacetatom na 185 °C.
Reakcijom spojeva 60-62 sa supstituiranim benzaldehidima 71-76, u apsolutnom etanolu i

dodatkom nekoliko kapi piperidina, priredeni su derivati akronitrila 77-91.
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\ N /
N/ N\ CN
R,
77 R, = fenil }Ar 0
83 R, = izobutil
OCH
78 R, = fenil } ;
Ar=
84 R, = izobutil | O
OCH;
79 R, = fenil } Ar=—ocn,
85 R, = izobutil
. OCH;
80 R, = fenil } Ar— oo
86 R, = izobutil

N MW
+ H,N—R,
/ CH;CN
N Cl
59
([HO
: Ar ) r’/, ‘\\'
N J EtOH abs. ! !
(S -~ | Ar
piperidin | |
L J
71 Ar= —< >
81 R, = fenil
87 R, = izobutil oct
89 R, = fenil 12ar= =0
1 R, = izobutil OCH,
A=) 73 Ar= —{)-ock,
OCH;
82 R, = fenil 74 Ar = OCH,4
88 R, = izobutil OCHj
90 R, = fenil _ ’
75 Ar = —< >~N
92 R, = izobutil '
76 Ar= — >N
Ar=—3_ Ar hu

= R,
N N/
H

60 R, = fenil
61 R, = izobutil
62 R; = metil

a) Pd/C NH,"HCOO"
b) SnCl,x2H,0

N NO,
| :
N/ N/ 1
H
63 R, = fenil
64 R = izobutil
65 R = metil
66 R, =H

N N\
R,
67 R, = fenil
68 R = izobutil
69 R, = metil
70R,=H

Shema 12. Sinteza akrilonitrilnih derivata imidazo[4,5-b]piridina 77-92

0
185 °C )K/CN
/\o

Kako bi se odredio antioksidativni potencijal pripremljenih akrilonitrila 77-92 (osim 78),

koriStene su metode temeljene na reakciji radikala s donorom vodika, DPPH 1 ABTS, te

mogucnost redukciju Zeljeza u Zeljezni ion ¢ime je potvrden njihov antioksidativni potencijal.
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Spektroskopska svojstva proucavana su za derivate 82, 88, 90 i 92. Apsorpcijski spektri
snimljeni su u nekoliko organskih otapala razli¢ite polarnosti. Kako bi se ispitao ucinak
otapala na spektroskopske karakteristike ispitivanih spojeva, pripremljeno je pet polarnih i
Cetiri nepolarna otapala te su spektri izmjereni u podruc¢ju od 280 do 550 nm pri koncentraciji
2x10™° mol dm™ (slika 10 i slika 11). Derivat 82, pokazuje blagi hiperkromni, te blagi
batokromni pomak u svim otapalima, osim u vodi, gdje pokazuje blagi batokromni i
hipokromni pomak. Nepolarna otapala uzrokovala su blagi hipsokromni pomak maksimuma
apsorbancije. Najintenzivnija apsorbancija spoja 88 je u dioksanu gdje dolazi do
hipsokromnog pomaka maksimuma apsorpcije za razliku od polarnih otapala. U dietil-eteru,
etil-acetatu i vodi dolazi do hipokromnog pomaka intenziteta apsorpcije, a u vodi i metanolu
dolazi do batokromnog pomaka apsorpcijskih maksimuma. U spektrima derivatima 90 i 92
najintenzivnija apsorbancija se ocituje kod dietil-etera, dok je najmanji intenzitet u
diklormetanu. Najznacajniji batokromni pomak kod oba spoja se o€ituje kada je otapalo voda.
Slika 11. prikazuje apsorpcijske spektre navedenih spojeva u dioksanu (nepolarno otapalo) i
vodi (polarno otapalo). Kako je spoj 90 supstituiran, a 92 nesupstituiran te pokazuju razlicit

intenzitet apsorpcije, uocava se utjecaj supstituenta na spektroskopska svojstva.

m— toulen
tc?xﬂ?n 1,04 dietil-eter
104 e lieetil- eter dioksan
— dioksan —
—— EtAc 0.8+ acetonitril
0.8 acetonitril —— diklormetan
dikdormetan
0.6 —EtOH
A 0,6 — EtOH A MeOH
MeOH e VO
04 voda 044

T T T T T
300 400 500 300 400 500
A, nm

Slika 10. UV/Vis spekri derivata 82 (lijevo) i 92 (desno) u otapalima razli¢itog polariteta
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Slika 11. Apsorbancija derivata 82, 88, 90 i 92 u dioksanu (lijevo) i vodi (desno)

Proucavanjem spektroskopskih svojstva, iz dobivenih apsorpcijskih spektara ocituje se da
vrsta supstituenta i njegov polozaj, te polarnost otapala utjeu na spektroskopske

karakteristike.?®
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3. REZULTATI | RASPRAVA
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3.1. Ciljrada

Cilj ovog rada bila je priprava i strukturna karakterizacija novih Schiffovih baza
imidazo[4,5-b]piridina kao potencijalnih optickih senzora za odredivanje pH u otopinama.
Sintetizirani spojevi prikazani su na shemi 13., te je njihova struktura potvrdena ‘H i ©*C
NMR spektroskopijom. Provedena je i spektroskopska karakterizacija sintetiziranih spojeva u
6 otapala razli¢ite polarnosti UV-Vis spektroskopijom, te su provedene i spektroskopske pH

titracije koriStenjem pufera razli¢itih pH vrijednosti.

10 R = CH3, R, = N,N-(CH;),, R, =H
11 R = CH3, R, = N,N-(CH,CH;),, R, = H
12 R = CH3, R = N,N-(CH,CH3),, R, = OH

Shema 13. Sintetizirane Schiffove baze imidazo[4,5-b]piridina 10-12
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3.2. Sinteza priredenih spojeva
Ciljane Schiffove baze 10-12 pripravljene su visestupnjevitom sintezom, zapocevsi sa
sintezom N-metil-3-nitropiridin-2-amina 3. Spoj 3 je pripravljen reakcijom 2-klor-3-

nitropiridina 1 s metilaminom u etanolu, zagrijavanjem reakcijske smjese. Iskoristenje

reakcije je 100%.
NO, NO,
+ HzN_CH3 —_—
N/ cl N/ E/
1 2 3

Shema 14. Sinteza N-metil-3-nitropiridin-2-amina 3

Koristenjem *H i *C NMR spektroskopije potvrdena je struktura N-metil-3-nitropiridin-2-
amina 3. Slika 12. prikazuje *H NMR spektar spoja 3.

4031

4002
6.7602
6.7528
6.7465
6.7390
3.0446
3.0367

?

1.00=
13.13=

T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

ff'(sppm) *
Slika 12. *H NMR spektar N-metil-3-nitropiridin-2-amina 3

U spektru se uocava prisutnost signala aromatskih protona u podrucju kemijskih pomaka od
6,75 ppm do 8,50 ppm, dok se signali protona metilne skupine nalazi na kemijskom pomaku
3,04 ppm.

Zatim je redukcijom, iz etanolne otopine spoja 3 i SnCl,x2H,0, zagrijavanjem na 150 °C,

prireden 2-N-metilpiridin-2,3-diamin 4 uz iskoristenje reakcije 85,55%.%
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NO, NH,

| X SnCl, x 2H,0 | X
—
EtOH
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N N N N
H H

3 4

Shema 15. Sinteza 2-N-metilpiridin-2,3-diamina 4

Struktura 2-N-metilpiridin-2,3-diamina 4 potvrdena je 'H i *C NMR spektroskopijom. Slika
13. prikazuje '"H NMR spektar spoja 4. U prikazanom spektru signali aromatskih protona
nalaze se u rasponu kemijskih pomaka od 7,38 ppm do 6,32 ppm. Signali protona NH,
skupine nalaze se na kemijskom pomaku 4,59 ppm, a signali protona NH skupine na 5,54

ppm, dok se na 2,81 ppm nalazi signal protona metilne skupine.

7.3829
7.3804
6532
6435

/55456
- 5.5386
—4.5859
2.8185
2.8106

0.921
0.99%
1.00=

11.041 —-

2
as

T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

3.05= —
1L
—

T T T T T T T T
4.0 3.5 3.0 .5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Slika 13. *H NMR spektar 2-N-metilpiridin-2,3-diamina 4

Nadalje je reakcijom spoja 4 i p-aminobenzojeve kiseline 5, mijeSanjem na temperaturi od
220 °C provedena sinteza glavnog amino-supstituiranog prekursora 6. Nakon dodatka vodene
otopine natrijeva karbonata ohladenoj reakcijskoj smjesi i nakon kolonske kromatografije na
silikagelu uz CH,Cl;:MeOH kao eluens, dobiven je 4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-

ianilin 6. Iskoristenje reakcije je 82,4%.>"
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COOH
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N/ X e N/ N\
NH,
4 5

6
Shema 16. Sinteza 4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)anilina 6

'H i 13C NMR spektroskopijom potvrdena je struktura 4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-
il)anilina 6. Slika 14. prikazuje *H NMR spektar spoja 3. Signali aromatskih protona nalaze se
u rasponu kemijskih pomaka od 5,70 ppm do 7,24 ppm te od 7,97 ppm do 8,29 ppm, dok se

signal protona NH; skupine javlja kod 7,65 ppm. Signal protona metilne skupine je na
kemijskom pomaku 3,91 ppm.

—5.7047
3.9061

2.02==——m—
2.02=———~

o |3.12-¢

85 80 75 70 65 6.0 55 45 4. 35, 30 25 20 15 1.0 05 00
f1 (ppm)

Slika 14. *H NMR spektar 4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)anilina 6

Zeljene Schiffove baze imidazo[4,5-b]piridina 10-12 sintetizirane su iz prethodno
pripravljenog 4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)anilina 6 i odgovaraju¢eg aldehida, u
apsolutnom etanolu i dodatak octene kiseline (shema 17). Iskoristenje reakcije za spoj 10 je
15,9%, 11 je 72,5%, a 12 je 0,5%.
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Shema 17. Sinteza Schiffovih baza imidazo[4,5-b]piridina 10-12

Struktura derivata 10-12 potvrdena je *H i *C NMR spektroskopijom. Slika 15. a) prikazuje

'H NMR spektar spoja 10. U spektru se signali aromatskih protona nalaze u podruéju

kemijskih pomaka od 7,32 ppm do 8,51 ppm.

a)

—3.9732
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Slika 15. a) "H NMR spektar i b) **C NMR spektar (E)-N,N-dimetill-4-(((4-(3-metil-3H-

imidazo[4,5-b]piridin-2-il)fenil)imino)metil)anilina 10

Signali metilnih skupina nalaze se na podrucju 3,03 ppm i 3,97 ppm. Slika 15. b) prikazuje

13C NMR spektar koji prikazuje odgovarajuéi broj ugljikovih atoma te broj signala koji se

odnose na ugljikove atome metilne skupine. Na slici 16. prikazan je *H NMR spektar spoja

11.
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Slika 16. *H NMR spektar (E)-N,N-dietil-4-(((4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-
il)fenil)imino)metil)anilina 11
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'H NMR spektar spoja 12 prikazan je na slici 17. Prisutnost hidroksilne skupine dokazana je
zbog pojave signala na kemijskom pomaku 13,53 ppm. Aromatski protoni daju signale koji se
nalaze u podru¢ju kemijskih pomaka od 6,10 ppm do 8,81 ppm. Protoni metilnih skupina
nalaze se na kemijskom pomnaku 3,98 ppm, a metilenske skupine od 3,43 ppm do 3,40 ppm.
Na *C NMR spektru koji prikazuje odgovarajuéi broj ugljikovih atoma te broj signala koji se

odnose na ugljikove atome metilne skupine (13,03 ppm) te metilenske skupine (44,45 ppm).
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Slika 17. *H NMR spektar (E)-5-N,N-dietil-2-(((4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-
il)fenil)imino)metil)fenola 12
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3.3. Spektroskopska karakterizacija Schiffovih baza
imidazo[4,5-b]piridina

Spektroskopske karakteristike priredenih spojeva 10, 11 i 12 proucavane su koriste¢i UV/Vis
spektroskopiju. UV/Vis apsorpcijski spektri snimani su pri koncentraciji 2 x 10° mol dm=.
KoriStena su organska otapala razli¢ite polarnosti — acetonitril, etil-acetat, etanol, metanol,

toulen i MQ voda.

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

MQ
ACN

etil-acetat

Abs

etanol

metanol

toulen

280 330 380nm 430 480

Slika 18. Apsorpcijski spektar spoja 10

Apsorpcijski spektri spoja 10, koji su snimani u navedenim otapalima, usporedivani su u
intervalu od 280 nm do 480 nm (slika 18.). Spoj 10 u svim otapalima pokazuje mali
batokromni pomak maksimuma valne duljine u usporedbi s MQ vodom u kojoj spoj pokazuje
dva apsorpcijska maksimuma. Najve¢i intenzitet apsorbancije pokazuje u etil-acetatu, a
najmanji u MQ vodi. Porastom polarnosti, intenzitet apsorbancije se smanjuje. Intenzitet

apsorbancije mijenja se u nizu: MQ < metanol < etanol < acetonitril < toulen < etil-acetat.
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Slika 19. Apsorpcijski spektar spoja 11

Na slici 19. prikazan je apsorpcijski spektar spoja 11 u otapalima razli¢ite polarnosti. Spektar
je prikazan u podruéju valnih duljina od 280 nm do 480 nm. Spoj 11 u svim otapalima
pokazuje postojanje dva maksimuma apsorpcije, te u svim otapalima dolazi do batokromnog
pomaka maksimuma apsorbancije u odnosu na spektar u MQ vodi. Najvec¢i intenzitet
apsorbancije opazava se u etil-acetatu, a najmanji u toulenu. Intenzitet apsorbancije mijenja se

u nizu: toulen < etanol < MQ voda < acetonitril < metanol < etil-acetat.
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Slika 20. Apsorpcijski spektar spoja 12
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Usporedbom apsorpcijskih spektara spoja 12 u razli¢itim otapalima, prikazanih na slici 20., u
intervalu od 280 nm do 480 nm, uocava se hipsokromni pomak maksimuma apsorbancije u
odnosu na spektar u MQ vodi. U odnosu na spojeve 10 i 11 koji pokazuju maksimume
apsorbancije u podrué¢ju od 305 nm do 340 nm, spoj 12 pokazuje maksimume apsorbancije u
podrucju veéi valnih duljina (od 380 nm do 430 nm), te je maksimum apsorbancije pomaknut
prema vidljivom dijelu spektra. Najveci intenzitet apsorbancije spoj 12 pokazuje u metanolu,
a najmanji toulenu. Najizrazeniji hipsokromni pomaci maksimuma apsorbancije uocavaju se u
toluenu, etanolu i etil-acetatu. Porast intenziteta apsorbancije raste u nizu: toulen < etanol <

acetonitril < etil-acetat < MQ voda < metanol.

Tablica 1. prikazuje dobivene spektroskopske podatke ispitivanih spojeva 10, 11 i 12 u

razliitim otapalima.

Tablica 1. UV/Vis podaci za ispitane spojeve 10, 11 i 12 u razli¢itim otapalima

10 11 12
sxlOz’ &z><1033 axloz
OTAPALO | Ex(30) | Amax | [AMit ape | Amac |/ AP p o | Amac |/ dmE )
/nm mol /nm mol /nm | mol
cmt cmt cmt

320 11,95 | 0,239

toulen 339 | 327 1 3550 | 0710 21110 | 0.222

416 | 42,25 | 0,845

321 41,60 | 0,832

etil-acetat | 38,1 328 | 38,00 | 0.760 2z 51 00 | 0,420

391 | 38,85 | 0,777

318 31,45 | 0,629
378 15,00 | 0,300

acetonitril 45,6 330 34,60 | 0,692 395 | 38,30 | 0,766

321 18,45 | 0,369

etanol 51,9 332 1 32,30 | 0646 29711005 | 0201

414 | 36,65 | 0,733

320 | 39.20 | 0,784
metanol | 554 | 330 | 3255 | 0651 o100 0424

416 | 42,25 | 0,845

307 | 2320 | 0464 | 315 | 2345 | 0469
MQvoda | 631 35112065 | 0413 | 354 | 2210 | 0.442

427 | 36,10 | 0,722
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3.4. Utjecaj pH na spektroskopska svojstva sintetiziranih spojeva

UV/Vis spektroskopijom ispitana je moguéa primjena spojeva 10, 11 i 12 kao optickih
pH senzora. Ispitivanje je provedeno u puferima razli¢itih pH vrijednosti, a snimljeni su
apsorpcijski spektri kako bi se pratila promjena spektroskopskih svojstva spojeva u otopinama
razli¢itih pH vrijednosti. Spektri su snimani pri koncentraciji 2 x 10° mol dm™. Na slici 21.

prikazani su apsorpcijski spektri spoja 10 u otopinama pufera razli¢itih pH vrijednosti.

0.9 —MQ
0.8 pH 1,03
pH 2,00
pH 3,06
—pH 4,04
pH 5,00
—pH 6,00
—pH 7,00
—pH 8,04
——pH 9,00
—pH 10,00
- - pH 11,00
220 320 420 520 pH 12,00

Anm pH 13,07

Abs

Slika 21. Apsorpcijski spektar spoja 10 u otopinama pufera razli¢itih pH vrijednosti

U ispitivanom podruéju valnih duljina do 600 nm, spektroskopske karakteristike znacajno
ovise 0 razli¢itim vrijednostima pH otopina pufera. Najveéi intenzitet apsorbancije spoj 10
pokazuje pri pH vrijednosti 3,06 na maksimum od 350 nm. Obzirom na spektar pri pH 3,06,
spektri pri pH 2,00, pH 4,04, pH 5,00 i u MQ vodi pokazuju batokromni pomak maksimuma
apsorbancije, dok apsorpcijski spektri kod preostalih ispitivanih pH vrijednosti pokazuju
veliki hipsokromni pomak maksimuma apsorbancije. Najmanji intenzitet apsorbancije ima
spoj 10 pri pH 1,03. Navedeni spoj pri svim pH vrijednostima pokazuje dva maksimuma
apsorbancije, osim pri pH 1,03, pH 5,00 i u MQ vodi gdje se mogu uociti tri maksimuma

apsorbancije.
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Apsorpcijski spektri spoja 11 u puferima razli¢itih pH vrijednosti prikazani su na slici 22.
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Slika 22. Apsorpcijski spektar spoja 11 u otopinama pufera razlicitih pH vrijednosti

Apsorpcijski spektri spoja 11 ponasaju se razli¢ito pri razli¢itim vrijednostima pH pufera u
podrucju valnih duljina do 500 nm. Najveéi intenzitet apsorbancije Spoja 11 je uocen pri pH
vrijednosti 3,06 s maksimumom apsorbancije na valnoj duljini od 352 nm. Obzirom na pH
3,06, spektar pri pH 4,04 pokazuje batokromni pomak, dok spektri pri preostalim pH
vrijednostima pokazuju hipsokromni pomak. Najmanji intenzitet apsorbancije spoja 11 je pri
pH 1,03. Navedeni spoj pri svim pH vrijednostima pokazuje tri maksimuma apsorbancije,
osim pri pH 2,00, pH 3,06 i pH 4,04, gdje se u spektru uocavaju dva maksimuma

apsorbancije.

Slika 23. prikazuje apsorpcijski spektar spoja 12 u otopinama pufera razlicitih pH vrijednosti.
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Slika 23. Apsorpcijski spektar spoja 12 u otopinama pufera razlicitih pH vrijednosti

U puferima razli¢itih pH vrijednosti, u podrué¢ju valnih duljina do 500 nm, spoj 12 pokazuje
promjene spektroskopskih karakteristika. Pri pH 4,04 uocen je najveéi intenzitet apsorbancije
spoja 12 s maksimumom apsorbancije na valnoj duljini od 435 nm. Obzirom na intenzitet
apsorbancije u spektru spoja 12 snimljenog u MQ vodi, batokromni pomak maksimuma
apsorbancije uocen je pri pH 3,06 i pH 4,04, dok kod preostalih ispitivanih pH vrijednosti
spektri pokazuju hipsokromni pomak. Najmanji intenzitet apsorpcije spoja 11 je pri pH 1,03.
Navedeni spoj kod svih pH vrijednosti pokazuje dva maksimuma apsorbancije, osim kod pH

13,07 gdje spektar ima tri maksimuma apsorbancije.

Dobiveni rezultati ukazuju na moguénost koristenja priredenih spojeva 10, 11 i 12 kao
opti¢kih pH senzora za odredivanje pH u otopinama buduci da spektroskopske karakteristike

spojeva znacajno ovise o pH vrijednostima otopina pufera.
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4. EKSPERIMENTALNI DIO
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4.1. Op€e napomene

'H i °C NMR spektri snimljeni su na spektrometrima Bruker AV300, Bruker AV600 i Bruker
Avance Il HD 400 MHz/54 mm Ascend. *H NMR spektri snimani su pri 300, 400 i 600
MHz, dok su *C NMR spektri snimani pri 75 i 150 MHz. Svi NMR spektri snimani su u
DMSO-ds kao otapalu, koriste¢i tetrametilsilan kao interni standard. Kemijski pomaci (0)

izrazeni su u ppm vrijednostima, a konstante sprege (J) u Hz.
Talista priredenih spojeva odredena su na SMP10 Bibby aparatu te nisu korigirana.

UV/Vis spektri snimljeni su na Varian Cary 50 spektrofotometru. Koristene su kvarcne kivete

promjera 0,5 cm te volumena 3 cm®.

Kromatografska odjeljivanja provedena su na kolonama punjenim silikagelom 0,063-0,2 nm
(Kemika, Merck).

Svi spojevi provjeravani su tankoslojnom kromatografijom (TLC) prilikom c¢ega su
upotrebljene ploCice presvucene silikagelom Merck 60F-254, a detektirani su pod UV
svjetlom (254 i 366 nm).

Sinteza Schiffovih baza imidazo[4,5-b]piridina provedena je u reaktoru za paralelnu sintezu
Radleys Carousel 12 Plus.
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4.2. Sinteza Schiffovih baza imidazo[4,5-b]piridina 10-12

N NO,
| + H,N—CH,
/
N cl
1
lEtOH COOH
NH
NO, A 2
| AN SnCl, x 2H,0 [I .
—_—
EtOH
F ~ N/ N/
N N N
H 4
3 NH,
PPA
CHO
R, NG
+ | \ NH,
/
N N\
R, 6

7R, =N,N-(CH;),, R, =H
8 R, = N,N-(CH,CH3),, R, =H
9 R, = N,N-(CH,CHj;),, R, = OH

octena kis.
EtOH

@@w@

R 10 R = CHy, R, = N,N-(CH;),, R, =
11 R = CHs, R, = N,N-(CH,CHs),, R2 H
12 R = CH3, R = N,N-(CH,CHj),, R, = OH

Shema 13. Sinteza novih Schiffovih baza imidazo[4,5-b]piridina 10-12
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4.2.1. Priprava N-metil-3-nitropiridin-2-amina 3

U tikvici od 250 ml otopi se 2,000 g (12,60 mmol) 2-klor-3-nitropiridina 1 u 100 mL etanola,
te se doda 7,80 ml (63,10 mmol) metilamina 2. Reakcijska smjesa zagrijava se 3 h na
temperaturi vrenja. Nakon hladenja, otapalo se ukloni destilacijom pod sniZzenim tlakom te se
ostatak u tikvici ekstrahira etil-acetatom. Dobiveno je 1,930 g (100%) Zutog kristalini¢nog

produkta.

'H NMR (600 MHz, DMSO) (8/ppm): 8,50 (dd, 1H, J; = 4,44 Hz, J, = 1,74 Hz, Haom), 8,47
(s, 1H, NH), 8,41 (dd, 1H, J; = 8,34 Hz, J, = 1,74 Hz, Haom), 6,75 (dd, 1H J; = 8,25 Hz, J, =
4,47 Hz, Haom), 3,04 (d, 3H, J = 4,74 Hz, CH3); *C NMR (151 MHz, DMSO) (8/ppm):
156,05, 152,41, 135,09, 111,48, 28,23.

4.2.2. Priprava 2-N-metilpiridin-2,3-diamina 4

Etanolnoj otopini spoja 3 doda se 11,370 g (50,40 mmol) SnCl,x2H,0, te se sadrzaj tikvice
zagrijava na 150 °C 30 minuta. Zatim se ukloni otapalo destilacijom pri snizenom tlaku. Doda
se 50,0 ml destilirane vode te se zaluzi do pH 14,00 sa 20%-tnom vodenom otopinom NaOH.
Nakon ekstrakcije s etil-acetatom dobiveno je 1,326 g (85,55%) 2-N-metilpiridin-2,3-diamin
4.

'H NMR (600 MHz, DMSO) (8/ppm): 7,38 (dd, 1H, J; = 4,95 Hz, J; = 1,53 Hz, Harom.), 6,65
(dd, 1H, J; = 7,35 Hz, J; = 1,53 Hz, Harom), 6,32 (dd, 1H, J; = 7,32 Hz, J, = 4,98 Hz, Harom),
5,54 (d, 1H J = 4,20 Hz, NH), 4,59 (s, 2H, NH>), 2,81 (d, 3H, J = 4,74 Hz, CH3); *C NMR
(151 MHz, DMSO) (8/ppm): 148,58, 134,97, 130,25, 117,04, 111,99, 28,10.

4.2.3. Priprava 4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)anilina 6

U tikvicu s prethodno dobivenim 2-N-metilpiridin-2,3-diaminom 4, doda se 25,000 g PPA i
1,480 g (10,80 mmol) p-aminobenzojeve kiseline 5. Reakcijska smjesa zagrijava se 5 sati na
temperaturi od 220 °C. Ohladenoj reakcijskoj smjesi doda se 380,0 ml 10% vodene otopine
natrijeva karbonata. Nastali talog se profiltrira te se procisti kolonskom kromatografijom na
silikagelu uz CH,Cl,:MeOH kao eluens. Dobiveno je 0,425 g (82,4%) ljubicastog praskastog
produkta 4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)anilina 6.

'H NMR (600 MHz, DMSO) (8/ppm): 8,29 (dd, 1H, J; = 4,80 Hz, J, = 1,44 Hz, Harom), 7,97
(dd, 1H, J; = 7,86 Hz, J, = 1,44 Hz, Harom), 7,65 (d, 2H, J = 8,64 Hz, NH,), 7,24 (dd, 1H, J; =
7,89 Hz, J, = 4,77 Hz, Harom), 6,72 (d, 2H, J = 8,64 Hz, Harom), 5,70 (s, 2H, NH,), 3,91 (s,
3H, CHg); ®C NMR (151 MHz, DMSO) (8/ppm): 155,49, 151,27, 149,50, 142,73, 135,33,
130,74, 125,95, 118,42, 116,76, 113,84, 30,90.
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4.2.4. Op¢i postupak priprave derivata Schiffovih baza 10-12
Za daljnju sintezu zeljenih Schiffovih baza, u kivetu reaktora za paralelnu sintezu doda se 6,
odgovaraju¢i aldehid te 3,00 ml apsolutnog etanola i katalitiCka koli¢ina octene kiseline.

Nakon 4 h zagrijavanja, nastali talog se profiltrira i, po potrebi, prekristalizira iz etanola.

4.2.4.1.Priprava (E)-N,N-dimetill-4-(((4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-
il)fenil)imino)metil)anilina 10

Spoj 10 prireden je prema opéem postupku priprave, iz 0,100 g (0,45 mmol) 4-(3-metil-3H-
imidazo[4,5-b]piridin-2-il)anilina 6 i 0,079 g (0,045 mmol), 4-(dimetilamino)benzaldehida 7,
nakon hladenja, dobiveno je 0,025 g (15,9%) zutog kristalini¢nog produkta. T.t. 168-171 °C.

'H NMR (600 MHz, DMSO) (8/ppm): 8,51 (s, 1H, CH), 8,38 (dd, 1H J, = 4,74 Hz, J,= 1,44
Hz, Harom), 8,09 (dd, 1H, J; = 7,89 Hz, J, = 1,47 HZ, Harom)), 7,96 (d, 2H, J = 8,46 HZ, Harom),
7,79 (d, 2H, J = 8,94 Hz, Harom), 7,32 (dd, 1H, J; = 7,92 Hz, J; = 4,74 Hz, Harom), 6,81 (d, 2H,
J = 9,00 Hz, Harom), 3,97 (s, 3H, CHyg), 3,03 (s, 6H, CH3): *C NMR (151 MHz, DMSO)
(8/ppm): 160,42, 153,28, 153,26, 152,00, 148,26, 142,67, 134,10, 130,00, 129,52, 125,82,
125,51, 122,98, 120,66, 117,75, 110,84, 39,11, 29,78.

4.2.4.2. Priprava (E)-N,N-dietil-4-(((4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-

i) fenil)imino)metil)anilina 11

Spoj 11 prireden je prema opéem postupku priprave, iz 0,100 g (0,45 mmol) 4-(3-metil-3H-
imidazo[4,5-b]piridin-2-il)anilina 6 i 0,079 g (0,045 mmol) 4-(dietilamino)benzaldehida 8,
nakon hladenja, dobiveno je 0,124 g (72,5%) Zutog kristalini¢nog produkta. T.t. 182-185 °C.

'H NMR (600 MHz, DMSO) (8/ppm): 8,48 (s, 1H, CH), 8,38 (dd, 1H, J; = 4,74 Hz, J, = 1,38
Hz, Harom.), 8,09 (dd, 1H, J; =7,92 Hz, J, = 1,38 Hz, Harom), 7,76 (d, 2H, J = 8,88 Hz, Harom),
7,38 (d, 2H, J = 8,46 Hz, Harom), 7,32 (dd, 1H, J; = 7,89 Hz, J, = 4,77 Hz , Haom), 6,77 (d,
2H, J = 8,88 Hz, Haom.), 3.97 (s, 3H, CH3), 3.43 (t, 4H, J = 7,0 Hz, CH,), 1.14 (t, 6H, J = 7,0
Hz, CHs3); *C NMR (151 MHz, DMSO) (8/ppm): 160,25, 153,38, 153,28, 149,50, 148,26,
142,66, 134,11, 130,37, 129,51, 125,81, 125,40, 122,26, 120,65, 117,75, 110,27, 43,25, 29,79,
11,82.
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4.2.4.3. Priprava (E)-5-N,N-dietil-2-(((4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-
il)fenil)imino)metil)fenola 12

Spoj 12 prireden je prema opéem postupku priprave, iz 0,100 g (0,45 mmol) 4-(3-metil-3H-
imidazo[4,5-b]piridin-2-il)anilina 6 i 0,086 g (0,045 mmol) 4-(dietilamino)-2-
hidroksibenzaldehida 9, nakon hladenja, dobiveno je 0,001 g (0,5%) smedeg kristalinicnog
produkta.

'H NMR (600 MHz, DMSO) (8/ppm) 13,53 (s, 1H, OH), 8,81 (s, 1H, CH), 8,39 (dd, 1H, J; =
4,71 Hz, J, = 1,41 Hz, Harom.), 8,09 (dd, 1H, J; = 7,98 Hz, J; = 1,44 Hz, Harom), 7,99 (d, 2H, J
= 8,58 Hz, Harom.), 7,52 (d, 2H, J = 8,58 Hz, Harom.), 7,38 (d, 1H, J = 8,88 Hz, Harom.), 7,32 (dd,
1H, J; = 7,89 Hz, J; = 4,71 Hz, Haom), 6,36 (dd, 1H, J; = 8,88 Hz, J, = 2,46 Hz, Harom), 6,10
(d, 1H, J = 2,40 Hz, Harom), 3,98 (s, 3H, CH3), 3,43 — 3,40 (m, 4H, CH,), 1,14 (t, 6H, J = 7,0
Hz, CHs); ®C NMR (151 MHz, DMSO) (&/ppm): 163,99, 162,73, 154,14, 152,36, 150,38,
149,33, 143,84, 135,18, 135,00, 130,81, 127,04, 126,95, 121,64, 118,88, 109,14, 104,60,
97,25, 44,45, 30,87, 13,03.
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U ovom radu priredeni su sljedec¢i spojevi: N-metil-3-nitropiridin-2-amina 3, 2-N-
metilpiridin-2,3-diamina 4, 4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)anilina 6, E)-
N,N-dimetill-4-(((4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)fenil)imino)metil)anilina
10,  (E)-N,N-dietil-4-(((4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)fenil)imino)metil)-
anilina 11,  (E)-5-N,N-dietil-2-(((4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)fenil)-
imino)metil)fenola 12

Kako bi se priredili odgovaraju¢e Schiffove baze imidazo[4,5-b]piridina, prvo je
reakcijom 2-klor-3-nitropiridina 1 s metilaminom u etanolu, sintetiziran N-metil-3-
nitropiridin-2-amina 3.

Redukcijom, iz etanolne otopine spoja 3 s SnCl,x2H,0, prireden je 2-N-metilpiridin-
2,3-diamin 4 koji s p-aminobenzojevom kiselinom 5, daje glavni amino-supstituirani
prekursor 4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)anilin 6.

Zeljene Schiffove baze imidazo[4,5-b]piridina 10-12 sintetizirane su iz prethodno
pripravljenog spoja 6 i odgovarajucih aldehida 7-9, u apsolutnom etanolu i octenoj
kiselini.

Strukture svih priredenih spojeva potvrdene su *H i **C NMR spektroskopijom.
Spektroskopska karakterizacija Schiffovih baza 10-12 provedena je u Sest otapala
razli¢ite polarnosti UV/Vis spektroskopijom.

Kako bi se ispitala mogucnost primjene sintetiziranih spojeva 10-12 kao optickih pH
senzora, pracene su promjene intenziteta apsorbancije Spojeva u apsorpcijskim
spektrima ovisno o promjeni pH pufera.

Iz dobivenih rezultata pH titracija, zakljucuje se da se Schiffove baze 10-12 mogu
koristiti kao pH senzori jer se njihova spektroskopska svojstva znac¢ajno mijenjaju u

ovisnosti o razli¢itim pH vrijednostima.
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Prilog 1. *H NMR spektar N-metil-3-nitropiridin-2-amina 3
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Prilog 2. *C NMR spektar N-metil-3-nitropiridin-2-amina 3
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Prilog 3. 'H NMR spektar 2-N-metilpiridin-2,3-diamina 4
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Prilog 4. *C NMR spektar 2-N-metilpiridin-2,3-diamina 4
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Prilog 5. *H NMR spektar 4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)anilina 6
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Prilog 6. C NMR spektar 4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)anilina 6
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Prilog 7. *H NMR spektar (E)-N,N-dimetill-4-(((4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-

il)fenil)imino)metil)anilina 10
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Prilog 8. *C NMR spektar (E)-N,N-dimetill-4-(((4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-

il)fenil)imino)metil)anilina 10
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Prilog 9. *H NMR spektar (E)-N,N-dietil-4-(((4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-
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Prilog 11. *H NMR spektar (E)-5-N,N-dietil-2-(((4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)

fenil)-imino)metil)fenola 12
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Prilog 12. *C NMR spektar (E)-5-N,N-dietil-2-(((4-(3-metil-3H-imidazo[4,5-b]piridin-2-il)
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PCEO'ET —

6898°0€ —

S6bb vy —

09%C°L6 —

086S'+0T —
90¥T°60T —

L788'8TT ~
PSESTCT ~L
0156'9¢T \
L6€0°LCT

T908'0ET ~
£T00°SET >
T8LT'SET

9LEELT
PSTE6HT

8b8E°0ST -\
165E7ST —
LTPT'HST 7

EPELTTIT
0£86°€9T

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30
f1 (ppm)

180

60



8. ZIVOTOPIS

61



Laura Jaklenec | Od 2008. do 2016. je pohadala osnovnu

skolu OS Brezovica u Zagrebu, nakon &ega je upisala IX. gimnaziju u Zagrebu. Nakon
zavrsene srednje Skole 2020. godine, upisala je Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije
Sveudilista u Zagrebu, smjer Kemijsko inzenjerstvo. Tijekom studija odradila je praksu u
Genera d.d.

62





