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SAZETAK

Spektroskopska karakterizacija pentacikli¢kih derivata benzimidazola kao senzora za

detekciju pH i metalnih kationa

U ovom radu prikazana je sinteza i spektroskopska karakterizacija pentaciklickih
derivata benzimidazola. Za pripravu ciljane molekule koristene su klasi¢ne metode organske
sinteze dok je posljednji stupanj sinteze potpomognut mikrovalovima. Kondenzacijom
spojeva 2 i 3 prireden je aciklicki derivat 4. Termi¢kom ciklizacijom spoja 4 dobiven je
cikli¢ki okso derivat 5 koji se prevodi u spoj 6 koji je glavni prekursor za sintezu ciljanog
amino supstituiranog ciklickog derivata benzimidazola. Ciljani derivat 7 prireden je
nekatalitickom aminacijom potpomognutom mikrovalovima iz spoja 6. Struktura priredenih

'H i C NMR spektroskopije, a spoje 7 je dodatno

spojeva potvrdena je koriStenjem
okarakteriziran UV/Vid i fluorimetrijskom spektroskopijom. Kako bi se provjerila moguca
primjena spoja 7 kao senzora za detekciju pH i metalnih kationa, provedene su UV/Vid i

fluorimetrijske titracije otopina spojeva s otopinama metalnih soli i u puferima razli¢itog pH.

Kljuéne rijeci: benzimidazol, UV/Vid, fluorimetrijska i NMR spektroskopija, kemijski

senzori, opticki senzori, pH senzori



SUMMARY

Spectroscopic characterization of pentacyclic benzimidazole derivatives as sensors for
detection pH and metal cations

This work presents the synthesis and spectroscopic characterization of pentacyclic
benzimidazole derivatives. Targeted molecule was prepared by classical reaction of organic
chemistry while the last stage of synthesis was assisted by microwave. Due to the
condensation of 2 and 3 acyclic derivative 4 was prepared. By termic cyclization of
compound 4 cyclic oxo derivative 5 was prepared which was converted to compound 6 as the
main precursor for the synthesis of target amino substituted cyclic benzimidazole derivative.
Targeted derivative 7 was prepared by uncatalyzed microwave assisted amination from
compound 6. The structure of synthesized compounds were confirmed by means of *H and
3C NMR spectroscopy, and also the prepared compound 7 were additionally characterized by
UV/Vis and fluorimetric spectroscopy. To explore possible application of compound 7 as
sensor for detection pH and metal cations, UV/Vis and fluorimetric titrations of aqueous
compounds solutions with aqueous solutions of metal salts and with buffer having different

pH were performed.

Key words: benzimidazole, UV/Vis, fluorimetric and NMR spectroscopy, chemical sensors,

optical sensors, pH sensors
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1. UVOD



Heterociklicki spojevi u svojoj strukturi osim atoma ugljika sadrzavaju jedan ili vise
razlicitih atoma, najcesce dusik, kisik, ili sumpor.1 Benzimidazol je heterociklicki aromatski
spoj koji u svojoj strukturi ima imidazolnu jezgru kondenziranu na benzensku jezgru. Derivati
benzimidazola pokazuju raznolik i §iroki spektar bioloskih aktivnosti, kao npr. antitumorsku,
antibakterijsku,® antivirusnu,* antifungalnu, antihipertenzivnu te mnoge druge. Derivati
benzimidazola naSli su svoju primjenu i1 kao opticki laseri i polimerna bojila u
optoelektronici,®> u biomedicinskoj dijagnostici,® kao kemosenzori za detekciju razligitih
kationa i aniona u otopina’ ili senzori za detekciju pH. Kemosenzori su molekule koje
detektiraju katione ili anione u otopini $to je od velike vaznosti u bioloskim ili medicinskim

ispitivanjima i dijagnostici te ekologiji.?



2. OPCI DIO



2.1. Kemijski senzori

Kemijski senzor je uredaj koji pretvara kemijsku informaciju, u rasponu od
koncentracije pojedine komponente uzorka pa sve do ukupnog sastava uzorka, u analiticki
koristan signal. Kemijska informacija moze dolaziti iz kemijske reakcije analita ili iz
fizikalnih karakteristika ispitivanog sustava. Kemijski senzor je osnova analizatora i sastoji se
od dva temeljna dijela: receptora i pretvornika. Neki senzori mogu sadrzavati i separator. U
receptorskom dijelu senzora kemijska informacija se pretvara u energetski oblik koji moze
biti izmjeren pretvornikom.? Rad receptora moze se temeljiti na fizikalnim, kemijskim i
biokemijskim principima ili kombinacijom ve¢ navedenih principa. Kod receptora ¢iji se rad
temelji na fiziklnim principima ne odvija se kemijska reakcija, kod kemijskih receptora,
kemijska reakcija u kojoj sudjeluje analit vodi do analitickog signala, dok je izvor analiti¢kog
signala kod biokemijskih receptora biokemijski. Pretvornik pretvara energiju koja nosi
kemijske informacije o uzorku u analiticki mjerljiv signal.

Razvojem znanosti i tehnologije postalo je moguce konstruirati senzore koji koriste poznate
kemijske, fizikalne i biokemijske principe za svoj rad. Kemijski senzori mogu se podijeliti
prema nacinu rada pretvornika, metodi koristenoj za mjerenje efekta, nacinu detektiranja ili
utvrdivanja analita. Prema nacinu rada pretvornika djele se na opticke, elektrokemijske,
elektrometrijske, masene, magnetske, termometrijske.'® Opticki kemijski senzori temelje se na
analizi optickih fenomena koji proizlaze iz interakcije analita i receptora. Elektrokemijski
senzor koristi elektrokemijsko medudjelovanje analita i elektroda.

Elektrometrijski senzori rad temelje na mjerenju gdje nema elektrokemijskog procesa vec je
izvor signala promjena elektri¢nih svojstava uzrokovana medudjelovanjem analita. Nacelo
rada masenog senzora ovisi o promjeni kakvoc¢e modificirane povrSine uzrokovane
nakupljanjem mase analita. Magnetski senzori temelje se na promjeni paramagnetskih
svojstava u analitu. Termometrijski senzori koriste toplinski ucinak specifiéne kemijske

reakcije ili adsorpcije koja ukljucuje analit."!

2.1. 1. Opticki senzori

Opticki senzor je uredaj koji pretvara svjetlosne zrake u elektronicki signal. Koristi
opti¢ku pretvornicku tehniku temeljenu na reagensu koji mijenja opti¢ka svojstva u interakciji
s analitom.*? Najcesce mjerene opticke karakteristike su apsorpcija, fluorescencija, intenzitet,

vrijeme raspada, refleksija.*®
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Slika 1. Shematski prikaz sastava i rada optickog senzora™*

Opcenite znacajke optickih senzora su velika osjetljivost, raspon i rezolucija, moguénost
upotrebe u eksplozivnom okruZzenju, neosjetljivost na elektromagnetsku interferenciju,
otpornost na visoku temperaturu, male dimenzije, velika biokompatibilnost, mogucnost
pracenja Sirokog spektra fizikalnih i kemijskih parametara. Jedna od znacajki optickog
senzora je mjerenje promjena intenziteta jedne ili vise svjetlosne zrake. Istrazivanje i razvoj
opti¢kih senzora potaknuto je ocekivanjem da opticki senzori imaju znatno bolje prednosti
nego uobicajene vrste senzora. Prednosti optickih senzora u odnosu na neopticke su bolja
osjetljivost, elektricna pasivnost, neosjetljivost na elektromagnetsku interferenciju, Siroki
dinamicki raspon, moguc¢nost multipleksiranja. Iskori§tavanjem sposobnosti optic¢kih vlakana
da Salju 1 primaju opticke signale preko velikih udaljenosti, trenuteni smjer istrazivanja U tom
podrucju odnosi se na razvoj mreze senzora ili polja senzora kako bi se izbjeglo odvojeno
pretvaranje elektronike i fotonike na osjetilnom mjestu smanjujuci time njihovu cijenu i
povecéavajuci prilagodljivost. Potesko¢e u razvoju takvih senzora mogu predstavljati

interferencije visestrukih efekata te temperaturna osjetljivost kod mjerenja istezanja i tlaka.?

2.1.2. Opticki pH senzori

Kako je prac¢enje pH vrijednosti od izuzetne vaznosti u zastiti okoliSa, industriji 1
medicini, razvoj optickih pH senzora postaje sve znacajniji. Vazno je naznaciti osnovnu
razliku izmedu elektrokemijske i opticke definicije pH. Elektrokemijski odziv pH elektrode je
direktno ovisan o aktivitetu oksonijevih iona u vodenoj otopini dok opticke tehnike mjere

koncentraciju kiselih i bazi¢nih oblika pH indikatora.



Klju¢ne znacajke optickih pH senzora ukljucuju: osjetljivost, radnu i skladiSnu stabilnost,
vrijeme odziva, preciznost, tocnost, radnu temperaturu, potrebnu rezoluciju senzora, potrebu
za sterilizacijom, biokompatibilnost, otrovnost upotrebljenog materijala i smetnje
(interferencije). Svojstva ovih senzora kontroliraju pH indikatorska bojila i matrica. Kruta
matrica mora biti hidrofilna kako bi se olakSala difuzija protona i kemijska, mehanicka i
termalna stabilnost. pH indikatorska bojila su najcesce slabe organske kiseline ili baze s
izrazitim optickim svojstvima povezanim s njihovim protoniranim (kiselim) i neprotoniranim
(bazi¢nim) oblicima. Mijenjaju spektralna svojstva, kao npr. absorpciju, fluorescenciju ili
refelksiju, kao funkciju pH okoline. Najveca osjetljivost je uocena kod pH blizu pK,
vrijednosti. Opticki pH senzori pokazuju sigmoidalni odziv na promjenu pH vrijednosti i
dinamicki raspon je najcesce limitiran na pK, £1,5. Uski dinamicki raspon rezultira visokom
promjenom signala s promjenom pH vrijednosti 1 visoku rezoluciju senzora. Opti¢ki pH
senzori mogu raditi i u prosirenom pH podrucju kori$tenjem indikatora s dvije pK, vrijednosti
ili koristenjem skupine sli¢nih bojila s razlic¢itom pK, vrijednosti.

Trenutno je znacajan fokus usmjeren na razvoj novih pH senzorskih materijala koji bi
omogucili proizvodnju visoko ucinkovitih opti¢kih pH senzora s poboljSanom osjetljivosti,
stabilnosti 1 selektivnosti. U ovom podru¢ju napredak je napravljen, medutim, jeftini

. . . . .. . . .y .. o .1
komercionalno dostupni proizvodi s unaprijedenim kemizmom jo$ su uvijek ogranic¢eni. 3

2.2. Kinolini kao optic¢ki fluorescentni senzori

2.2.1. Mehanizam kinolina kao optickih fluorescentnih senzora

Kinolini kao opticki fluorescentni senzori koriste se za mjerenje promjene intenziteta
fluorescencije i/ ili promjene valne duljine fluorescencije. Tri najvaznija mehanizma
prijenosa fluorescentnog signala za dizajn kinolinskih fluorescentnih senzora su
fotoinducirani prijelaz elektrona (PET), intramolekulski prijenos naboja (ICT) i prijenos

fluorescentne rezonancijske energije (FRET).

Kemosenzori kojima je dokazan PET mehanizam koriste poveznicu medu atomima koja je
manji od tri ugljikova atoma, za povezivanje fluorescentne skupine i receptora. Receptor
sadrzi visokoenergetski nevezni elektronski par poput onoga na dusikovom ili sumporovom

atomu koji moZe donirati elektrone na pobudenu fluorescentnu skupinu $to rezultira gasenjem



fluorescencije. Prijelaz elektrona s receptora na pobudenu fluorescentnu skupinu moze biti

ey . . .. . , .. .. 15
sprijecen ako je elektronski par koordiniran metalnim ionom te ¢e se javiti fluorescencija.

A g) o 72

Shema 1. PET mehanizam kinolinskog kemosenzora

ICT mehanizam temelji se na stvaranju novog, elektronima bogatog ili siromasnog
konjugiranog sustava s p-elektronima. Kada je receptor elektron-donor unutar fluorofora,
vezan za metalni ion, kation ¢e smanjiti elektron-donorsku sposobnost receptora te ¢e se
pojaviti plavi pomak u emisijskom spektru. Ako je receptor elektron-akceptor, kation ¢e

poboljsati efekt odbijanja i privlacenja te ¢e se uociti crveni pomak u emisijskom spektru.'®

Shema 2. ICT mehanizam (plava i crvena promjena u fluorescentnom signalu)

FRET mehanizam ukljuCuje neradijativni prijenos energije s pobudenog donora na

proksimalno osnovno stanje akceptora. Ovisi o udaljenosti i moZe se koristiti za procjenu

intermolekularne udaljenosti.



Senzori koji rade na temelju FRET mehanizma mogu biti razvijeni u obliku malih molekula
koje uobicajeno sadrze dva fluorofora povezan razmaknicom putem kovalentne veze. Uvjeti

koji moraju biti zadovoljeni da se ostvari FRET mehanizam su:
a) udaljenost izmedu donora i akceptora koja mora biti manja od 10 nm,
b) dostatan zivotni vijek donora kako bi se ostvario prijenos energije,

c) apsorpcijski spektar akceptorskog fluorofora se treba poklapati s fluorescentnim emisijskim
spektrom donorskog fluorofora,

d) priblizno paralelna orijentacija akceptora i donora."”

Ex=405nm
Ex=405nm

Em=536nm Em=594nm

Shema 3. FRET mehanizam®®

Razvoj kemosenzora koji rade kombinacijom PET i ICT mehanizma je izrazito Kkoristan
budu¢i da se prepoznavanje moze povecati promjenom valne duljine 1 pove¢anjem intenziteta.
FRET proces je izrazito prilagodljiv i moze se koristiti kod dvostruko fluorescentnih skupina,
a istovremeno moze biti koriSten u prijenosu energije izmedu jedne fluorescentne skupine i
nanocCestice. Primjenom akceptora za povezivanje nanocestice s fluorescentnom skupinom, s
kojom ranije nije bila povezana, dolazi do nestajanja fluorescencije, a koriStenjem specificnog
akceptora za razdvajanje fluorescentne skupine od nanocestice, FRET proces ¢e biti sprijecen

i stvara se fluorescencija.

2.2.2. Struktura i sinteza derivata kinolina

Op¢a struktura kinolina prikazana je na slici 2. Vecini kinolina koji su dizajnirani kao
senzori mijenja se receptorska skupina na polozaju 2 (R;) i 8 (Rs) te elektron-aktivirajuca ili
deaktivirajuca skupina na polozaju 4 (R>), 5 (R3) i 6 (R4). Ovisno o supstituentima, senzor ¢e

pokazivati razliCita fotofizikalna svojstva u otopini.



Rs

Slika 2. Struktura kinolina

Doebner-Von Millerovom sintezom prireden je 2-metilkinolin 3. Sinteza je provedena
u dva sintetska koraka, najprije aldolnom kondenzacijom acetaldehida nastaje krotonaldehid
koji reagira s anilinom te nastaje intermedijar koji se potom dehidrogenira u dihidrokinolin

koji prelazi u 2-metilkinolin.*

cH,cHO 1% 1 cHe=CcHcHO

NH,

+ HsCHC==CHCHO —>»

Shema 4. Sinteza spoja 3

Optimiranim sintetskim metodama, priredeni su senzori 5, 7 i 8 koji djeluju ICT i
FRET mehanizmom polazeci iz 4-brom-fenilamina kao pocetnog reaktanta. Heckovom
reakcijom prireden je 4-metoksistirenski derivat kinolina koristenjem krotonskog aldehida

umjesto metanala.?



Br

12N HCl, p-kloranil N
+ HsCHC==CHCHO PO
n-BuOH, 105°C, 1h
=
HO NH, HO N
5
12N HCI, p-kloranil N\
. , p-kloranil
+ HyCHC==CHCHO — e iy ,/©ij/
6 NH; Br /
Tl
o}
/
/ \
8 =
N
Shema 5. Sinteza spojeva 5, 71 8

Matsubara i suradnici 2011. godine priredili su novi sintetski put kemosenzora 3

reakcijom ciklizacije iz anilina i alkenil etera uz paladij (11) klorid kao katalizator.?

NH,
OEt Pd
+ =/ - >
=
N
2

Shema 6. Sinteza spoja 3

/

Guerrinijeva istrazivacka skupina objavila je inovativhu sintezu dva vazna
heterociklicka scaffolda 11 i 13, koja koriste svojstvo aromatskih amida za Friesovu

pregradnju.?
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Shema 7. Sinteza spoja 11
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SeO,, 60-80°C
1,4-dioksan

Shema 8. Sinteza spoja 13

Sinteza kinolina sa supstituentom na polozaju 8, npr. 8-aminokinolina 16, odvija se

reakcijama ciklizacije derivata piridina nakon ega slijedi redukcija.?’

NH,
NO,
N glicerol N Fe/HCI oS
AS2OS, H2$O4 / /
N N N
14 N02 15 N H2 16

Shema 9. Sinteza spoja 16
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2.2.3. Derivati kinolina koriSteni za detekciju razlic¢itih metalnih iona

Kinolini, kao i njihovi derivati, usprkos loSoj topljivosti 1 fluorescenciji, dobro su
poznati fluorogeni kelatori za prijelazne metalne ione, posebice za Zn**. Spajanjem

benzimidazolske jezgre i kinolina poboljsavaju se fotofizikalnih svojstava.?

Kinolini i njihovi derivati, posebice 8-hidroksikinolin i 8-aminokinolin, su jako vazni
fluorogeni kelatori za prijelaz metalnih iona. Prvi i najces¢e upotrebljavani fluorescentni
kemosenzor za detekciju Zn?* iona u bioloskim uzorcima je derivat 8-aminokinolina s aril-

sulfonamidima kojeg su prvi sintetizirali Toroptsev i Eshchenko.

1987. Frederickson i suradnici®* objavili su sintezu novog kinolinskog 17 visoko
osjetljivog senzora koji se moze Koristiti in vivo te pokazuje 100 puta vecu fluorescenciju

nakon povezivanja s Zn*, ali je slabo topljiv u vodi §to ograniava njegovu upotrebu.

Zalewski? je sintetizirao kemosenzore 18 i 19 s vodotopljivom skupinom na poloZaju
6. Istrazivanja su pokazala da je ova modifikacija kemosenzora utjecala na topljivost u vodi te
je uogeno veliko poboljsanje u fluorescenciji nakon dodatka Zn®* iona. loni Ca** i Mg**

pokazali su mali utjecaj na fluorescenciju, a Fe®* i Cu?* su je ugasili.

Zhang i suradnici®® su sintetizirali visokoselektivni, vodotopiv, fluorescentni
kemosenzor 20 temeljen na 8-amniokinolinu koji se ne moze upotrebljavati in vivo zbog

prevelike energije pobudivanja.

Nolan, Lippard i suradnici?’ su koristenjem etil-8-aminokinolina sintetizirali
kemosenzor 21 koji pokazuje 150 puta veéu fluorescenciju nakon vezanja Zn?* zbog visoke
emisije i niske pozadinske fluorescencije. Ovo vezanje je selektivno za Zn®* od ostalih

bioloski vaznih metalnih kationa.
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Slika 3. Struktura flourescentnih senzora 17-21

Xue i suradnici?® uveli su, na polozaj 2 8-hidroksi-2-metilkinolina di-2-pikolilamin
(DPA) i priredili kemosenzore 22, 23 i 24. Istrazivanjem NMR spektroskopije i kristalne
strukture senzora uoceno je da kisik na polozaju 8 i kinolinski dusikov atom zajedno sudjeluju
u koordinaciji Zn** iona, a da je DPA skupina zasluZna za visoki afinitet kemosenzora 23.
Kod senzora 20-22 uoceno je povecanje intenziteta fluorescencije i kvantni prinosi (Slika 4.a).
Prema istrazivanjima selektivnosti senzora, dodatkom K*, Mg®* i Ca®* iona, u milimolarnoj
skali, emisija se lagano povecala, dok se dodatkom 1 ekvivalenta prijelaznih metala
fluorescencija smanjila, uz izuzetak Cd?* iona. Xue” je optimirao senzor koristenjem ICT
mehanizma umjesto PET mehanizma. Kemosenzor 24 sintetiziran je dodatkom kationa koji je
u interakciji s receptorom povecao elektron-aktivirajuéu sposobnost prosirenog konjugiranog

sustava. Rezultat je veliki pomak emisije u crvenom i Stokesova promjena (Slika 4.b).
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Slika 4. (a) Fluorescentni spektar (Aex= 320 nm) nakon titracije SuM fluorescentnog senzora
22 sa Zn** (0-1.6 ekvi.) u HEPES puferu. (b) Fluorescentni odziv nakon titracije

fluorescentnog senzora 24 (5 mM) sa Zn** (0-1.6 ekvi.), hex= 405 nm

Zhou i suradnici® sintetizirali su opticki i fluorescentni senzor 25. Odlikuje ga visoka
selektivnost prema Zn?" ionu i moze biti koristen kao fluorescentni senzor kada je pobuden
vidljivom svjetlos¢u. Jaka koordinacijska sposobnost izmedu Zn”" iona i senzora 25 vodi do
povecanja fluorescencije i poveéanja kvantnog prinosa u otopini THF-H,0. loni Cu®* i Co®*

smanjuju fluorescenciju, a Cd** ion nema utjecaja.
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Slika 5. Struktura fluorescentnih senzora 22-27

Chen i suradnici®* objavili su sintezu senzora 26 &ije je povecanje fluorescencije i
nanometarska osjetljivost pozeljna u bioloskim ispitivanjima. Osim za detekciju Zn?* iona,
kemosenzor pokazuje lagano poveéanje fluorescencije i u prisutnosti Cd®* iona. Senzor 26
koristiti se za snimanje Zn®* iona u Zivim stanicama primjenom dvofotonskog mikroskopa
(TPM) (Slika 6.).

15



-

-

Slika 6. (A) Svijetlo polje slike ¢elije A431 oznacene s 30uM senzorom 26 30 min nakon

inkubacije, Aex= 800nm. (B) TP slika 30 min nakon djelovanja sa Zn(I1)/ pirition (50 uM,
omjer 1:1). (C) Preklapanje (A) i (B). (D) TP slika ¢elija koje su dalje inkubiraju s 50 uM
TPEN na 10 min.

S. Aoki i suradnici®® su osmislili i sintetizirali novi ciklenski kemosenzor 27. U
istrazivanju su otkrili da se osjetljivija detekcija Zn*" jona postize koriSenjem deprotonirane
hidroksilne skupine na poloZaju 8 i kelatacija Zn®* iona u podrucju neutralnog pH. Takoder,
mijenjanjem supstituenta na polozaju 5 utjecali su na razli¢ito deprotonacijsko i fluorescentno

ponasanje kemosenzora.

sodpes
oo ® T
.08 0
H H
& N\{\HNT/N Ny

29 n=0,1,2
Slika 7. Struktura fluorescentnih senzora 28 i 29

Liu i suradnici®® sintetizirali su Schiffove baze koje se mogu koristit kao senzori za metalne
ione. Spoj 28 pokazuje visoku selektivnost i osjetljivost na Zn®* ione u usporedbi s ostalim

metalnim ionima.
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Shiraishi i suradnici® sintetizirali su kemosenzor 29 koji je vodotopiv te pokazuje
linearni i stehiometrijski odziv na Zn** ione bez pozadinske fluorescencije. Moguée ga je
koristiti i za detekciju Zn?* u vodenim otopinama. Osim za detekciju Zn?* iona moze se

koristiti i za detekiju ostalih iona ako mosna veze sadrzi razliCite heteroatome (npr. N, O, S).

Xue i suradnici®® su objavili sintezu kemosenzora 30 kod kojeg se mijenja kisik na
polozaju 8, a vezani Zn*" ion se moze zamijeniti s Cd?** jonom §to ima za posljedicu drugaciji
izlazni signal. Izuéavanje "H NMR i optickog spektra pokazuje da kemosenzor 30 ima veéi

afinitet za Cd** ione nego za Zn** ione pa je proces zamijene iona povoljan (Slika 8.a).

Xue i suradnici®® sintetizirali su fluorescentni senzor 31 za detekciju Cd** iona koji
radi na temelju ICT mehanizma. Odlikuje ga velika selektivnost na Cd** ione u odnosu na
ostale ione teskih 1 prijelaznih metala. Fluorescentni kemosenzor 31 moze se koristiti 1 za
unutarstani¢no snimanje $to je dokazano ispitivanjima konfokalnim mikroskopom. Takoder,
Xue i suradnici, uveli su jednostruku pobudu, dualno mjerenje emisije s velikom promjenom

u plavom dijelu spektra te promjene u intenzitetu emisijskog omjera (Slika 8.b).

“Y800- O
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o
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valna duljina/ nm { Sy
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Slika 8. (a) Fluorescentni spektar (Aex= 295nm) nakon titracije 10 uM fluorescentnog senzora
30 + 1 ekv. Zn** s Cd** (0-3.0 ekv.) u puferskoj otopini. (b) Fluorescentni spektar (Aex= 405

nm) nakon titracije 10 uM fluorescentnog senzora 31 s Cd** (0-20 pM) u vodenom puferu.
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Tang i suradnici® spojili su 8-hidroksikinolin s oksodiazolom $to je rezultiralo
nastankom kemosenzora 32 koji pokazuje visoku selektivnost na Cd** ione. Osim za detekciju

Cd*" iona moze koristiti i za detekciju drugih iona ako se koriste razliiti heteroatomi u

mOosnoj vezi.
X
N
o)
>( T N
o) | N
30 N A

32

Slika 9. Struktura fluorescentnih senzora 30-32

Ballesteros i suradnici,® Suzuki reakcijom sintetizirali su kemosenzor 33 koji nakon
$to je pobuden vidljivom svjetlosti pokazuje poveéanje intenziteta emisije nakon dodatka Cu?*
iona. Izbor azokruna (N, O, S) umjesto DPA predstavlja klju¢nu ulogu u dizajnu
kemosenzora. Krunski spojevi se koriste kao receptorske skupine za pojedine ione. Mogu se
koristiti za skupine koje se ne vezu lako, ali krunski spojevi s razli¢itim heteroatomima se ne

mogu lagano sintetizirati i smatraju se otrovnima u zZivim stanicama.
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Slika 10. Struktura fluorescentnih senzora 33 i 34

Wang i suradnici®® objavili su sintezu kemosenzora 34 koji radi na principu ICT
mehanizma. Kemosenzor 34 je udinkoviti fluorescentni senzor za detekciju Ag® iona, a
karakterizira ga velika promjena Stokes-ovog pomaka, s promjenom u crvenom u emisijsokm

spektru te veliki afinitet za ione srebra u etanolu u usporedbi s drugim d*° metalnim ionima.

Han i suradnici*® 2009. godine objavili su sintezu visoko selektivnog i visoko
osjetljivog kemosenzora na Hg?* ione. Kemosenzor 35 sadrzi kinolin i porfirinski prsten.
Kompleksiranje kemosenzora 21 smanjuje fluorescenciju porfirina pri 646 nm, a uzrokuje

novo pojacanje fluorescencije pri 603 nm.

Slika 11. Struktura fluorescentnog senzora 35
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Song i suradnici** sintetizirali su kemosenzor 36 koji je derivat 8-hidroksikinolina.
Visoka osjetljivost na Hg?* ion objasnjena je proucavanjem NMR, IR i masenog spektra iz
kojih je vidljivo poveéanje ucinkovitosti hidroliticke konverzije tioamida u amide kada je

izazvano Hg®* ionom.

. LS )

Slika 12. Struktura fluorescentnog senzora 36

Zhou i suradnici*® su objavili sintezu kemosenzora 37 za detekciju Cr®* ¢&iji se rad
temelji na FRET mehanizmu. S povecanjem prijenosa fluorescentne rezonancijske energije

(FRET-a) intenzitet maksimuma fluorescencije se smanjuje s 544 nm na 592 nm.

Wang i suradnici®® su sintetizirali kemosenzor 38 ¢&ija je sposobnost detekcije bolja za
Fe** ione nego za Cr** ione i u fluorescentnoj i vidljivoj svjetlosti (Slika 15.). Kemosenzor 38
je fluorescenti kemosenzor kod kojeg je kinolin povezan s rodaminskom platformom. Kako bi
se postigla razliCita povezanost izmedu kemosenzora 1 Fe** moZe se ukolniti hidroksilna
skupina s polozaja 8. Pogodan je za bioloska oslikavanja zbog moguénosti pobudivanja dvo-

fotonskim laserskim izvorom od 800 nm, citotoksi¢nog efekta te pH.

Q N~
e 0
o] N
NV N/ 0
N_\_o A
s I JC
-3
e
37
Slika 13. Struktura fluorescentnog senzora 37
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Slika 15. (Gore) Boja fluorescentnog senzora 38 i 38 s razli¢itim metalnim ionima. (Dolje)

Fluorescencijska promjena (Aex= 365 nm) dodatkom razli¢itih metalnih iona

M. Hranjec i suradnici** priredili su novu seriju E-3-fenil-2-(1-fenil-benzimidazol-2-
il)akrilonitrila 41a-41f i 5-fenilbenzimidazo[1,2-a]kinolina 42a-42d, 43 i 44. Kako bi se
provjerila mogucnost koristenja benzimidazo[1,2-a]kinolina kao kemosenzora za detekciju

razli¢itih metalnih kationa, spektroskopska istrazivanja provedena su sa spojem 43.
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Fluorescencijski emisijski spektar spoja 43 ukazuje da prisutnost Zn** i Ag" iona
pojagava intenzitet fluorescencije, a prisutnost Mn?*, Co®*, Cu?*, Hg**, Li*, Fe** smanjuje

intenzitet fluorescencije (Slika 16.).

nm

Slika 16. Fluorescencijski odziv spoja 43 u prisutnosti razli¢itih metalnihj kationa

Zbog izvrsne osjetljivosti spoja 43 prema Zn?* ionima pogodan je za potencijanu primjenu i
detekciju i kvantifikaciju Zn®" kationa u biologkim uzorcima to je vazno jer je cink jedan od
najvaznijih prijelaznih kationa u ljudskome tijelu, neophodan za mnoge bioloske I

biokemijske procese.

Ekvimolarna  otopina  2-cijanometil-N-fenil-benzimidazola 39 i  odgovarajuceg
heteroaromatskog aldehida 40a-40e refluksira uz dodatak nekoliko kapi piperidina u
apsolutnom etanolu. Sirovi produkt se hladi, filtrira i rekristalizira kako bi se dobili spojevi
41a-41f. Otopini spojeva 41a-41f u etanolu doda se mala koli¢ina joda te se ozraci zivinom
lampom 3-5h, odnosno dok UV spektar ne pokaze da je reakcija dehidrociklizacije zavrSena.
Otopina se koncentrira pri snizenom tlaku, a trazeni produkti 42a-42d razdvajaju se

kromatografijom u koloni.
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Shema 10. Sinteza spojeva 41a-41f i 42a-42d

Spoj 42d, otopina SnCl,xH,0 u metanolu i koncentrirana HCI se zagrijavaju uz refluksiranje.

Nakon hladenja, reakcijska smjesa se uparava pod vakuumom, a kristali se otapaju u vodi.

Dobivena otopina se tretira NaOH do pH=14, filtrira i ispire s vodom, kao produkt dobije se

spoj 43. Nakon 24h mijeSanja suspenzije spoja 43 u apsolutnom etanolu, a koja je zasicena s

HCl g, dobiveni spoj 44 se filtrira i ispire dietileterom.
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Shema 11. Sinteza spojeva 43 i 44

2016. godine M. Hranjec i suradnici®® priredili su nove 2-amino i 2,5-diamino

supstituirane benzimidazo[1,2-a]kinoline 47-50 s ciljem proucavanja njihovih optickih
karakteristika i potencijalne primjene kao pH senzora.

R4 R
3
NHR
N CH,CN

MW N

\ =
Ry N Ry X \N
CN N
47 R;= NHCH,CH,CH(CH;),, R4=H

SR~ F. R~ H 49 Ry= R;= NHCH,CH,CH(CHj),
46 R,=F, R,= Cl

/_(CHS
48R;=-N NH ,R,=H
—
CHj
CH
—~ ¢
50 Ry=R,= —N_ NH

CHj

Shema 12. Sinteza spojeva 47-50
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Svi spojevi pokazuju spektralne promjene unutar pH podrué¢ja 1-12 i snaznu fluorescencijsku

osjetljivost s promjenom pH $to ih ¢ini pogodnim kandidatima za pH senzore.

Slika 17. Fluorescencijski i apsorpcijski emisijski spektar spoja 50 u otopinama razli¢itog pH

Utjecaj pH izraZeniji je u fluorescencijskom spektru. Protoniranjem emisijski spektar spojeva
47-50 pokazuje batokromnu promjenu (promjena u crveno). Intenzitet fluorescencije raste kod
spojeva 47, 48 i 50, a smanjuje se kod spoja 49. Stokestova promjena kod spojevi 47 i 48 ne
pokazuju veliku promjenu energije na pobudu (6-45 nm) za razliku od spojeva 49 i 50 ¢ija je

Stokesova promjena 75-124 nm.

Kemosenzorska sposobnost ispitana je interakcijom s razli¢itim metalnim ionima. Dokazano
je da spojevi 47-50 pokazuju smanjenje intenziteta fluorescencije i smanjenje UV-Vid
absorbancije, ali bez znacajne selektivnosti prema pojedinim kationima. Iznimku ¢ine spojevi
49 i 50 kod kojih je uoceno relativno snaznije smanjenje intenziteta u interakciji s razli¢itim
metalnim kationima. Proucavanjem pK, vrijednosti uoceno je da se spojevi 47-50 mogu
podijeliti u dvije skupine. Spojevi 47 i 49 imaju amino supstituirani lanac te dodatkom

Kiseline postaju monoprotonirani na odgovaraju¢im imino centrima.
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U apsorpcijskom spektru pokazuju hipsokromnu promjenu (promjena u plavo). Spojevi 48 i
(crvenom) promjenom. Dodatak Cu®* iona pogoduje monodeprotoniranju kod svih spojeva

47-50 $to umanjuje njihovu razliku u spektralnom odzivu, ali uzrokuje da sustav postaje

H
H_‘(‘.\ENJ/CHJ
N

NHCH,CH.CH{CH1);

{H4C),HCH,CH,CHN

Slika 18. Selektivnost spojeva 49 i 50 prema kationima

26



3. REZULTATI | RASPRAVA

27



3.1. Cilj rada

Cilj ovog rada bila je priprava aciklickog derivata benzimidazola 4 i pentacikli¢kih
derivata benzimidazola 6 i 7 kao senzora za detekciju pH i metalnih kationa ¢ije su strukture
prikazane na slici 19. Struktura priredenih spojeva potvrdena je ‘H i *C NMR
spektroskopijom. Spektroskopska karakterizacija provedena je UV/Vid i fluorimetrijskom
spektroskopijom u nekoliko otapala te spektroskopskim titracijama otopina spojeva s vodenim

otopinama metalnih soli i puferima razli¢itih pH vrijednosti.

Cl NC

N/
\ /

4

6 R=Cl
7R=—N )

Slika 19. Struktura priredenih spojeva
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3.2. Sinteza priredenih spojeva

Za sintezu pentaciklickih derivata benzimidazola najprije je bilo potrebno prirediti 2-
klorkinolin-3-karbonil-klorid 2 i 2-cijanometilbenzimidazol 3. 2-klorkinolin-3-karbonil-klorid
2 prireden je reakcijom nukleofilne acilne supstitucije uz iskoriStenje 96%. 2-
cijanometilbenzimidazol 3 prireden je zagrijavanjem o-fenilendiamina i 2-cijanoacetamida uz
iskoristenje  69%. Reakcijom kondenzacije 2-klorkinolin-3-karbonil-klorida 2 i 2-
cijanometilbenzimidazola 3 uz zagrijavanje u piridinu prireden je aciklicki derivat 4 ¢ija je

struktura potvrdena "H NMR spektroskopijom. Iskori§tenje reakcije iznosilo je 77%.

@ @ Cr

1h, 120 °C
P1r1d1n

Cl NC

Shema 13. Sinteza spoja 4

Termickom ciklizacijom aciklickog derivata 4 u DMF-u u prisutnosti t-KOBu prireden

je ciklicki okso derivat 5 uz iskoristenje reakcije od 84% (shema 14).

Shema 14. Sinteza spoja 5

Na slici 20. prikazan je 'H NMR spektar spoja 5. U spektru je prisutan odgovarajuéi broj
signala aromatskih protona u podrucju od 9,34 ppm do 7,33 ppm.
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Slika 20. *H NMR spektar spoja 5

Zagrijavanjem  ciklickog derivata 5 s PCls i POCIl; prireden je 7-
klorbenzo[g]benzo[4,5]imidazo[1,2-a][1,8]nafthidrin-6-karbonitril 6 u 12%-tnom iskoristenju
prema shemi 15.
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e Z N/Q
N
H

Cl NN
Shema 15. Sinteza spoja 6

Struktura spoja 6 potvrdena je *H NMR spektrom prikazanim na slici 21. U spektru je vidljiv

odgovarajuci broj signala koji odgovaraju aromatskim protonima u podrucju od 9,46 do 7,61

ppm.

30



// /I

9.4636
9.2931
—8.4620
—8.4333
—8.3858
~-8.3606

ERY ERE T T T T

97 96 95 94 93 92 91 90 89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 7.9 78 77 76 75 74 7.3
Slika 21. *H NMR spektar spoja 6

Sinteza ciljanog pentaciklickog amino supstituiranog derivata benzimidazola 7
provedena je nekatalitickom aminacijom potpomognutom mikrovalovima koriStenjem snage

od 800 W pri temperaturi od 170°C. Iskoristenje reakcije bilo je 87%.
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Shema 16. Sinteza spoja 7

Struktura spoja 7 potvrdena je *H NMR i *C NMR spektroskopijom, a spektri su prikazani na
slici 22. U 'H NMR spektru u podrucju od 3,72 do 1,79 ppm vidljiv je odgovarajuéi broj
signala koji odgovaraju protonima piperidinske skupine, a u podrucju od 9,20 do 7,51 ppm

odgovarajuci broj signala koji odgovara aromatskim protonima.
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U BC NMR spektru moze se uociti odgovarajuc¢i broj signala koji odgovaraju kvaternim
ugljikovim atomima kao i odgovarajuci broj signala koji odgovara ugljikovim atomima CH i
CH, skupina. Ugljikovim atomima piperidinskog prstena, odnosno CH, skupine odgovaraju

signali na 24,01 ppm, 2 signala na 26,55 ppm i 2 signala na 54,41 ppm.
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Slika 22. (a) *H NMR spektar spoja 7; (b) **C NMR spektar spoja 7
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3.3. Spektroskopska karakterizacija UV/Vid spektroskopijom

3.3.1. Kvantitativni UV/Vid spektri
UV/Vid apsorpcijski spektri spoja 7 snimani su pri koncentraciji spoja od 2x107
mol/dm® u otapalima razli¢itih polarnosti . Na slici 24. prikazan je usporedni kvantitativni

apsorpcijski spektar spoja 7.

Slika 23. Struktura ispitivanog spoja
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Slika 24. Usporedni apsorpcijski spektar spoja 7

Usporedbom spektara spoja 7 u razli¢itim otapalima u rasponu valnih duljina od 330 do 550

nm moze se uociti slabi utjecaj otapala razli¢itih polarnosti na spektroskopska svojstva.
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Spoj 7 najveci intenzitet apsorbancije pokazuje u diklormetanu i dioksanu dok u vodi

pokazuje najmanji intenzitet apsorbancije. U toluenu spoj 7 pokazuje blagi batokromni pomak

maksimuma apsorbancije u odnosu na ostala otapala. U Tablici 1. prikazani su spektroksopski

podaci ispitivanog spoja 7 u razli¢itim otapalima.

Tablica 1. UV/Vid i fluorimetrijski podaci spoja 7 u razli¢itim otapalima

Spoj 7
toluen | (C,Hs),O | dioksan | EtAc | CH,CI, | aceton | DMSO | CH;CN | EtOH | MeOH | voda
Ef(30)] 33,9 34,5 36,0 40,7 38,1 42,2 45,1 45,6 51,9 55,4 63,1
= 404 405 403 406 402 400 403 401 414
£ 408 380 382 381 382 401 379 381 382 379 ﬁ
é 347 344 342 344 345 345 346 342 346 345 258
~< 266 269 264 266 272 261 264 263
g
% 7,7 8,9 8,0 8,7 7.8 7,7 8,2 7.9 40
£ 7.4 5,6 6,5 6,1 6,6 7,6 6,0 6,4 6,5 6,5 2‘9
_g 3,8 3,7 4,7 4.4 55 4.4 51 45 5,0 4.7 19' 5
o 32,2 36,2 35,0 38,4 3,2 34,3 37,5 36,4 '
S
X
w
% g 548 546 555 553 553 555 565 556 544 541 567
'< ~
Rel.
Fluo.| 785 827 530 519 519 252 17 211 74 50 44
Int.

3.3.2.UV/Vid spektroskopske titracije s otopinama metalih kationa

Spektroskopske titracije s vodenim otopinama metalnih kationa provedene su kako bi

se ispitala mogucénost primjene spoja 7 kao senzora za detekciju metalnih kationa u

otopinama. Titracije s vodenim otopinama CuCl,, ZnCl, i CoCl, provedene su kod

koncentracije spoja od 2x10" mol/dm® uz dodatak odredenih koncentracija metalnih soli

(1x10° mol/dm?, 2x10™° mol/dm®, 5x10™° mol/dm®, 1x10™* mol/dm®).
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Slika 25. prikazuje apsorpcijske krivulje titracije pentaciklickog supstituiranog derivata

benzimidazola 7 s metalnim solima.
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Slika 25. Apsorpcijska krivulja ispitivanja interakcije spoja 7 s metalnim
solima CuCly, ZnCl; i CoCl,

Iz dobivenih krivulja vidljivo je da prilikom interakcije spoja 7 s Cu®* kationima dolazi do
smanjenja absorbancije spoja s porastom koncentracije metalnih iona do koncentracije 2x107
mol/dm®. Daljnjim rastom koncentracije metalnih iona prema 1x10* mol/dm® vidljiv je
nepravilan izgled krivulje §to moZe ukazivati na taloZenje spoja. Prilikom vezanja Zn®'
kationa vidljivo je smanjenje absorbancije spoja s porastom koncentracije metalnih iona do
5x10° mol/dm?®. Daljnjim rastom koncentracije metalnih iona prema 1x10* mol/dm? vidljiv

je nepravilan izgled krivulje Sto takoder moze ukazivati na talozenje.
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Vezanjem Co?* iona na spoj 7, takoder dolazi do smanjenja absorbancije spoja s porastom

koncentracije metalnih iona do 1x10™ mol/dm?.

3.4. Fluorimetrijska spektroskopija

3.4.1. Kvantitativni emisijski spektri

Zbog velike osjetljivosti metode, fluorimetrijska ispitivanja moguce je provesti kod
vrlo niskih koncentracija. Fluorimetrijski emisijski spektri spoja 7 snimani su pri koncentraciji
1x10°® mol/dm® u razli¢itim otapalima. Na slici 26. prikazan je usporedni kvantitativni

emisijski spektar spoja 7.
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— gcetonitril
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Slika 26. Usporedni emisijski spektar spoja 7

Usporedbom emisijskih spektara spoja 7 u razli¢itim otapalima u rasponu valnih duljina od
450 do 700 nm vidljiv je hiperkromni pomak intenziteta fluorescencije koji raste prema
sljede¢em redosljedu: DMSO < MQ voda < metanol < etanol < acetonitril < aceton

<diklormetan < etilacetat< dioksan < toluen < dietil-eter.
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Najizrazeniji intenzitet fluorescencije spoj 7 pokazuje u najmanje polarnim otapalima.

Takoder, moze se uociti da porastom polarnosti otapala dolazi do blagog batokromnog

pomaka maksimuma.

3.4.2.

COClz

Fluorimetrijske spektroskopske titracije s otopinama metalih kationa

Fluorimetrijske spektroskopske titracije spoja 7 s vodenim otopinama CuCl,, ZnCl; i

provedene su kod vrlo niskih koncentracija 1x10° mol/dm® uz dodatak odredenih

koncentracija metalnih soli (1x10° mol/dm®, 5x10° mol/dm®, 1x10° mol/dm?®, 5x10°

mol/dm?®). Slika 27. prikazuje emisijske krivulje titracije spoja 7 s razli¢itim metalnim solima.
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Slika 27. Emisijska krivulja ispitivanja interakcije spoja 7 s metalnim solima
CUClz, ZnC|2 i COClz

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da spoj 7 pokazuje najvecu promjenu intenziteta

fluorescencije prilikom vezanja Cu? iona pri demu dolazi do hipokromnog pomaka

intenziteta emisije s porastom koncentracije metalnih iona.
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Prilikom vezanja Zn** iona na spoj 7 dolazi do najmanje promjene intenziteta fluorescencije s
porastom koncentracije uz hipokromni pomak. Vezanjem Co®" iona na spoj 7 dolazi do
porasta intenziteta fluorescencije, tj. hipekromnog pomaka s porastom koncentracije Sto

takoder upucuje na afinitet spoja 7 prema Co?* ionima, ali nije izrazen koliko i za Cu®* ione.

3.5. Utjecaj pH na spektroskopska svojstva spoja

Koristenjem UV/Vid 1 fluorimetrijske spektroskopije ispitana je promjena
spektroskopskih svojstava spoja 7 ovisno o pH vrijednosti otopine kako bi se ispitala njihova
mogucénost primjene kao optickih pH senzora. Snimljeni su apsorpcijski i emisijski spektri

spoja 7 otopinama univerzalnih pufera razli¢itih pH vrijednosti prikazani na slici 28.

a) b)

150

=)
=}
1

Rel. Int. Fluo.

50

0,0

T T T T T T
250 300 350 400 450 500 55( »/nm
r/nm

Slika 28. (a) Apsorpcijski spektar spoja 7 u otopinama univerzalnog puferarazlicitih pH
vrijednosti; (b) emisijski spektar spoja 7 u otopinama univerzalnog pufera razlicitih pH
vrijednosti; (c) otopina spoja 7 u univerzalnom puferu pH vrijednosti 7,00 (lijevo) i 1,00
(desno).
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Iz dobivenih krivulja apsorpcijskog spektra, u promatranom podrucju valnih duljina od 250 do
550 nm, moze se uociti hiperkromni pomak intenziteta apsorbancije te pojava dva nova
maksimuma apsorbancije na 355 i 425 nm pri pH 1,00. Pri ostalim pH vrijednostima nema

znacajnih promjena u apsorpcijskom spektru spoja 7.

U emisijskom spektru vidljiv je izraZzeni hipokromni pomak intenziteta fluorescencije pri pH=
1,00 uz potpuno gasenje fluorescencije. Pri viSim vrijednostim pH dolazi do povecanja
intenziteta fluorescencije, tj. hiperkromnog pomaka koji je najizrazeniji pri pH= 12,56. Pri pH
vrijednostima 12,56 1 10,00 mozZe se uociti i hipsokromni pomak maksimuma intenziteta

fluorescencije u odnosu na maksimum emisije pri pH 7,00.
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4. EKSPERIMENTALNI DIO

40



4.1. Opce napomene

'H i C NMR spektri snimljeni su na spektrometru Bruker Avance IIl HD 400
MHz/54 mm Ascend. Svi NMR spektri snimani su u DMSO-ds kao otapalu, koriste¢i
tetrametilsilan kao interni standard. Kemijski pomaci (8) izraZeni su u ppm vrijednostima, a

konstante sprege (J) u Hz.

Talista priredenih spojeva odredena su na SMP11 Bibby 1 Biichi 535 aparatu te nisu

korigirana.

UV/Vid apsorpcijski spektri snimljeni su na Varian Cary 50 spektrofotometru.
Fluorescencijski emisijski spektri snimljeni su na Cary Eclipse spektrofotometru. U oba

v o v . . 3
slucaja koriStene su kvarcne kivete promjera 0,5 cm te volumena 3 cm™.

Reakcije potpomognute mikrovalnim zraenjem provedene su u Milestone Start Synth

mikrovalnom reaktoru u kvarcnim posudama (40 bar).

Kromatografska odjeljivanja provedena su na kolonama punjenim silikagelom 0,063—
0,2 nm (Kemika, Merck).
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4.2. Priprava pentaciklickih derivata benzimidazola
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Shema 17.
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4.2.1. Priprava 2-klorkinolin-3-karbonil-klorida 2

U okruglu tikvicu stavi se 1,00 g (4,82 mmol) 2-klorkinolin-3-karboksilne kieline 1 i 50 mL
apsolutnog toluena. Pomocu lijevka za dokapavanje doda se 3,47 mL (48,00 mmol) SOCI, uz
hladenje na ledenoj kupelji. Reakcijska smjesa refluksira preko no¢i na 110 °C. Nakon
zavrSetka reakcije produkt se upari pod snizenim tlakom te se ispere suhim toluenom.
Dobiveno je 1,05 g (96,40%) 2-klorkinolin-3-karbonil-klorida 2.

4.2.2. Priprava 2-cijanometilbenzimidazola 3

U okruglu tikvicu stavi se 5,00 g (46,00 mmol) o-fenilendiamina i 7,62 g (89,00 mmol) 2-
cijanoacetamida. Reakcijska smjesa se, uz mijeSanje, zagrijava 40 minuta na temperaturi 185
°C. Nakon prekristalizacije iz 25%-tne otopine etanola dobiveno je 4,99 g (69,00%) smedeg

kristalini¢nog produkta.

4.2.3. Priprava 2-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)-3-hidroksi 3-(2-klorkinolin-3-
il)acetonitrila 4

U okruglu tikvicu stavi se 1,05 g (4,64 mmol) 2-klorkinolin-3-karbonil-klorida 2, 0,73 g (4,64
mmol) 2-cijanometilbenzimidazola 3 i 6 mL piridina. Reakcijska smjesa refluksira 1,5 h na
110 °C. U hladnu reakcijsku smjesu doda se voda, a nastali produkt se profiltrira. Dobiveno je
1,24 g (76,60%) smedeg praskastog produkta.

4.2.4. Priprava 7-okso-5,7-dihidroksibenzo[g]benzo[4,5]imidazo[1,2-
a][1,8]naftidrin-6-karbonitrila 5

Reakcijska smjesa 1,24 g (3,56 mmol) 4, 1,20 g (11,00 mmol) t-KOBu i 7 mL DMF-a
refluksira 2 h na 150 °C. Po zavrsetku reakcije smjesa se upari do suha, doda mala koli¢ina
EtOH i CH,CI, i ponovno upari. Doda se H,O te se dobiveni talog profiltrira. Dobiveno je

0,93 g (83,70%) svijetlo smedeg praskastog produkta. T.t. >300 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO): § 13,31 (85, 1H, OH), 9,35 (s, 1H, Harom), 8,47 (d, J = 7,9 Hz,
1H, Harom.), 8,22 (d, J = 7,9 Hz, 1H, Harom), 8,01 (d, J = 8,5 Hz, 1H, Harom.), 7,88 (dt, J;= 8,5
Hz, J, = 1,4 Hz, 1H, Harom), 7,57 — 7,48 (M, 3H, Harom.), 7,38 — 7,33 (M, 1H, Harom); *C NMR
(100 MHz, DMSOQ) = slabo topljivo
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4.2.5. Priprava 7-klorbenzo[g]benzo[4,5]imidazo[1,2-a][1,8]naftidrin-6-
karbonitrila 6

U okruglu tikvicu stavi se 0,93 g (2,98 mmol), 0,35 mg (1,70 mmol) PCls i 17 mL POCIs.
Reakcijska smjesa refluksira 2 h na temperaturi 110 °C. Po zavrsetku reakcije smjesa se upari
do suha, doda se voda, a nastali talog se profiltrira. Dobiveni spoj se procisti kolonskom
kromatografijom na silikagelu uz CH,Cl,/CH3OH kao eluens. Dobiveno je 0,12 g (12,30%)
zutog praskastog produkta. T.t. 293 — 295 °C.

"H NMR (300 MHz, DMSO): & 9,46 (s, 1H, Harom ), 9,29 (35, 1H, Harom.), 8,45 (d, J = 8,6 Hz,
1H, Harom)), 8,37 (d, J = 7,6 Hz, 1H, Haom), 8,11 (t, J = 7,4 Hz, 1H, Haom), 8,04 (d,J=7.1
Hz, 1H, Harom.), 7,82 (t, J = 7,3 Hz, 1H, Harom), 7,71 — 7,60 (M, 2H, Harom.); *C NMR (100
MHz, DMSO): & 147,8, 145,0, 144,5, 143,9, 143,3, 139,5, 134,7, 131,3, 130,4, 128,2, 127,64,
126,2, 125,8, 125,4, 120,5, 117,3, 115,8, 113,8, 103,7.

4.2.6. Priprava 7-(piperidin-1-il)benzo[g]benzo[4,5]imidazo[1,2-a][1,8]naftidrin-6-
karbonitrila 7

U reakcijsku posudu za mikrovalnu sintezu stavi se 0,06 g (0,18 mmol) 6 i 126 pL (1,27
mmol) piperidina te se smjesa podvrgne mikrovalnom zraenju snage 800 W, na temperaturi
od 170 °C u trajanju 4 h. Nastali talog se profiltrira. Dobiveno je 0,06 g (87,00%) zlatno-
zutog praskastog produkta. T.t. >300 °C.

'H NMR (400 MHz, DMSO): 5 9,19 (dd, J; = 6,4 Hz, J, = 2,9 Hz, 1H, Harom), 9,05 (s, 1H,
Harom), 8,36 (d, J = 8,1 Hz, 1H, Hawom), 8,29 (d, J = 8,4 Hz, 1H, Hawom), 8,03 (t, J = 8,3 Hz,
1H, Haom), 7,86 (dd, J1 = 6,3 Hz, J, = 2,8 Hz, 1H, Haom), 7,74 (t, J = 7,2 Hz, 1H, Harom),
7,54 — 7,49 (M, 2H, Hawom), 3,72 (t, J = 5,2 Hz, 4H, CHy), 1,93 (8s, 4H, CH,), 1,80 (3s, 2H,
CH,); *C NMR (100 MHz, DMSO): & 158,5, 1585, 147,9, 147,4, 145,7, 144,2, 138,7, 133,7,
131,3, 130,4, 127,9, 126,9, 123,8, 119,3, 116,9, 116,4, 115,7, 54,4 (2C), 26,4 (2C), 24,1.
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5. ZAKLJUCAK
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U ovom radu priredeni su sljedeci spojevi 2-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)-3-hidroksi 3-
(2-klorkinolin-3-il)acetonitril 4, 7-klorbenzo[g]benzo[4,5]imidazo[1,2-a][1,8]
naftidrin-6-karbonitril 6,  7-(piperidin-1-il)benzo[g]benzo[4,5]imidazo[1,2-a][1,8]
naftidrin-6-karbonitril 7.

Reakcijom nukleofilne acilne supstitucije 2-klorkinolin-3-karboksilne kiseline 1 i
SOCI; u apsolutnom toluenu prireden je 2-klorkinolin-3-karbonil-klorid 2.
Zagrijavanjem o-fenilendiamina i 2-cijanoacetamida prireden je 2-cijanometil-
benzimidazol 3.

Reakcijom kondenzacije 2-klorkinolin-3-karbonil-klorida 2 i 2-cijanometil-
benzimidazola 3 uz zagrijavanje u toluenu dobiven je spoj 2-(1H-benzo[d]imidazol-2-
il)-3-hidroksi 3-(2-klorkinolin-3-il)acetonitril 4.

Termickom ciklizacijom acikli¢kog derivata 4 u DMF-u u prisutnosti t-KOBu dobiven
je 7-okso-5,7-dihidroksibenzo[g]benzo[4,5]imidazo[1,2-a][1,8]naftidrin-6-karbonitril
5.

Zagrijavanjem spoja 5 s PCls i POCI; prireden je glavni prekursor, klor supstituirani
ciklicki derivat 6.

Reakcijom nekataliticke aminacije potpomognute mikrovalovima prireden je ciljani
amino supstituirani pentacikli¢ki supstituirani derivat benzimidazola 7.

Strukture svih priredenih spojeva potvrdene su koristenjem ‘H i BC NMR
spektroskopije.

Spektroskopska UV/Vid i fluorimetrijska karakterizacija spoja 7 provedena je u 10
otapala razli¢itih polarnosti.

Mogucéa primjena spoja 7 kao senzora za detekciju metalnih kationa ispitana je
UV/Vid i fluorimetrijskim titracijama vodenih otopina spojeva s otopinama metalnih
soli CuCly,, ZnCl;, i CoCl,.

Iz rezultata UV/Vid 1 fluorimetrijske spektroskopije moze se zakljuciti da spoj 7
pokazuje najizraZeniji afinitet prema Cu®* ionima.

Moguca primjena spoja 7 kao senzora za detekciju pH ispitana je UV/Vid i
fluorimetrijskim titracijama u puferima razli¢itih pH vrijednosti 1,00, 4,38, 7,00, 9,96 i
12,56.

Iz rezultata pH titracija moZe se zakljuciti da pri pH= 1,00 dolazi do gaSenja

fluorescencije dok u slabo kiselom i luznatom podruéju spoj 7 fluorescencira.
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7. PRILOZI
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7-klorbenzo[g]benzo[4,5]imidazo[1,2-a][1,8]naftidrin-6-
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Prilog 5. *C NMR spektar 7-(piperidin-1-il)benzo[g]benzo[4,5]imidazo[1,2-a][1,8]naftidrin-
6-karbonitrila 7
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8. KRATICE
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CH,CI,
CH3CN
(C2Hs),0
CoCl;
CuCl;
DMF
DMSO
EtAc

EtOH

HCI

MeOH
NaOH
PCls
POCl;
SOCl,
THF
t-KOBu

ZnClZ

Diklormetan
Acetonitril

Dietil-eter
Kobaltov(Il) klorid
Bakrov(Il) klorid
N,N-dimetilformamid
Dimetil-sulfoksid
Etil-acetat

Etanol

Molarni ekstincijski koeficijent [dm* mol™ cm™]
Klorovodik

Valna duljina [nm]
mol/dm?

Metanol

Natrijev hidroksid
Fosforov(V) klorid
Fosforilni klorid
Tionil-klorid
Tetrahidrofuran
Kalijev tert-butoksid

Cinkov(Il) klorid
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9. ZIVOTOPIS
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Petra Marketin [ Osnovnu Skolu zavrsila je u

Pakostanima nakon ¢ega upisuje Srednju Skolu Biograd na Moru, smjer opéa gimnazija.
Maturirala je 2015. godine te iste godine upisuje preddiplomski studij na Fakultetu kemijskog
inzenjerstva i tehnologije Sveudilista u Zagrebu, studij Kemijsko inZenjerstvo. Stru¢nu praksu

odradila je u PLIVA HRVATSKA d.o.o. u TAPI, Istrazivanje i razvoj.
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