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SAZETAK

Sinteza i spektroskopska karakterizacija Schiffove baze banzimidazola kao potencijalnog

senzora za metalne katione i pH u otopinama

U okviru ovog rada provedena je sinteza Schiffovih baza benzimidazola kao potencijalnih
senzora za pH i metalne katione u otopinama. Za pripravu ciljanih molekula koriStene su
klasi¢ne reakcije organske sinteze te mikrovalovima potpomognuta sinteza. Ciljani produkti 8-10
priredeni Su reakcijom kondenzacije odgovaraju¢ih aldehida 5-7 1 2-amino-5-cijano-N-
metilbenzimidazola 4. Ciljani spojevi 9 i 10 su izolirani, dok je spoj 8 sintetiziran medutim nije
uspjesno izoliran. Strukture priredenih spojeva su potvrdene *H i 3C NMR spektroskopijom te
su dodatno okarakterizirani UV/Vid spektroskopijom. Kako bi se potvrdila moguénost primjene
ovih spojeva kao senzora za pH ili za odredivanje metalnih kationa u otopinama provedene su

UV/Vid titracije otopina spojeva s puferima razli¢itog pH ili s otopinama metalnih soli.

Klju¢ne rije¢i: benzimidazoli, Schiffove baze, organska sinteza, 'H i ¥C NMR, UV/Vid

spektroskopija, senzori, pH



SUMMARY

Synthesis and spectroscopic characterization of benzimidazole Schiff base as potential

sensor for metal cations and pH in solution

The aim of this study was the synthesis of benzimidazole Schiff bases as potential sensors for pH
and metal cations in solution. For the preparation of targeted molecules, classical reactions of
organic synthesis and microwave-assisted synthesis were used. The target compounds 8-10 were
prepared in the condensation of appropriate benzaldehydes 5-7 and 2-amino-5-cyano-N-
methylbenzimidazole 4. The targeted compounds 9 and 10 were isolated while compound 8 was
synthesized but was not successfully isolated. The structures of all synthesized compounds were
confirmed by *H and 3C NMR spectroscopy and were additionally characterized by UV/Vis
spectroscopy. To explore the possibility of synthesized compounds for their application as
sensors for pH or metal cations in solution, UV/Vis titrations of agueous compounds solutions
with aqueous solutions of metal chloride salts or with buffers having different pH were
performed.

Key words: benzimidazoles, Schiff bases, organic synthesis, *H and *C NMR, UV/Vis

spectroscopy, sensors, pH
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1. UVOD



Osim anorganskih biogenih elemenata koji imaju presudnu ulogu u bioloskim te biolosko
medicinskim procesima, velik utjecaj imaju i organski spojevi na koje utjeCu ioni metala. Takvi
spojevi su primjerice Schiffove baze koje nastaju kao produkti u reakcijama primarnih amina i
aldehida ili ketona. Na dusik u dvostrukoj vezi C=N Schiffove baze vezana je alkilna ili arilna
skupina.l Schiffove baze se jednostavno sintetiziraju te imaju Siroku primjenu u razli¢itim
bioloskim i kemijskim procesima i zbog toga se istrazuju jo§ od sedamdesetih godina dvadesetog
stoljeca. Zbog izrazene selektivnosti Schiffove baze benzimidazola su nasle veliku primjenu kao
senzori za anione i katione §to se ispituje UV/Vid te fluorimetrijskom spektroskopijom. Osim
toga, pokazale su se i dobrim senzorima za pH jer se promjenom koncentracije H* iona mijenja
emisijski spektar Schiffove baze benzimidazola. S prijelaznim metalima lako tvore komplekse
koji takoder imaju Siroku primjenu u medicini, analitickoj kemiji, polimernoj industriji, kao

katalizatori itd.
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2.1. Schiffove baze

Schiffove baze su spojevi koji sadrze azometinsku skupinu (-HC=N-) te su produkti
reakcije adicije primarnih amina na ketone ili aldehide.? Prvi ih je detektirao Hugo Schiff 1864.

godine po kojem su i dobili ime.?

2.1.1. Op¢€enito o Schiffovim bazama

Schiffove baze su strukturno analogne aldehidima ili ketonima te je karbonilna C=0
skupina zamijenjena s C=N-R skupinom gdje R oznac¢ava najée$c¢e alkilnu skupinu. Obicno se
dobivaju kondenzacijom aldehida ili ketona s primarnim aminima prema shemi 1, aR, R’ i R" su

alkilne ili arilne skupine.

H H R o) H
I g B 7
R I|?" FL-- H
1 2 3 4

Shema 1. Reakcija nastajanja Schiffovih baza

Schiffove baze mogu hidrolizirati natrag u aldehide ili ketone iz kojih su priredene u kiselo ili
bazno-kataliziranoj hidrolizi.* Mehanizam reakcije nastajanja Schiffove baze ukljucuje
nukleofilnu adiciju na karbonilnu skupinu. Nukleofil je amin te u prvom stupnju reakcije napada
ugljikov atom karbonilne skupine pri ¢emu nastaje nestabilni meduprodukt aminoalkohol.
Aminoalkohol podlijeze dehidrataciji koja je katalizirana kiselinom ¢ime se dobiva Schiffova
baza. Reakcija je katalizirana upravo zato $to je to najéeSce korak koji odreduje brzinu nastanka
Schiffove baze. Medutim koncentracija kiseline ne smije biti prevelika jer su amini bazi¢ni te bi
moglo do¢i do protoniranja $to bi smanjilo njegovu nukleofilnost. Mnoge sinteze Schiffovih baza
se zato najces¢e provode pri blago kiselim uvjetima. Aromatski aldehidi, pogotovo oni s
konjugiranim sustavom, tvore stabilne Schiffove baze dok su alifatski aldehidi nestabilni i skloni
jedna elektron-donorska skupina kod aldehida manje stabilizira ugljik (smanjuje mu
elektrofilnost) nego §to to Cine dvije elektron-donorske skupine kod ketona. Takoder reakcijom s

aldehidima nastaje tetraedarski produkt koji je manje steri¢ki ometan.®’



Schiffove baze se upotrebljavaju kao intermedijeri u reakcijama dobivanja aminokiselina te kao
ligandi kod sinteze kompleksa razligitih struktura.® Ponasaju se ujedno i kao monodentantni i
polidentantni ligandi, uobicajeno bi-, tri- i tetradentantni kelatni ligandi te formiraju s metalnim
ionima jake stabilne komplekse.® Interakcije reduciranih Schiffovih baza te prijelaznih metala
spadaju u reakcije koje su od bioloSke vaznosti. Takoder kompleksi Schiffovih baza pokazuju
visoku kataliti¢ku aktivnost u mnogim reakcijama koje se odvijaju na visokim temperaturama i u
prisutnosti vlage.'® U sintezi analoga prirodnih produkata vazne su reakcije aciliranja Schiffovih
baza.!! Na dusikov atom koji dijeli dvostruku vezu s ugljikovim dolazi do adicije reagensa za
aciliranje $to su naj¢eSc¢e anhidridi karboksilnih kiselina, acilni kloridi te acilni cijanidi. Shiffove
baze su vazni meduprodukti u enzimskim reakcijama koje ukljucuju interakcije enzima s amino
ili karbonilnom skupinom supstrata. Jedna od najvaznijih reakcija je biokemijski proces koji
ukljucuje kondenzaciju primarnog amina i karbonilne skupine supstrata uz enzime da bi se

formirao imin odnosno Schiffova baza.?

2.1.2. Schiffove baze benzimidazola i ostalih aromatskih spojeva

Kao $to je ranije spomenuto, Schiffove baze benzimidazola su ligandi u odredenim
kompleksima. Upravo takvi kompleksi proucavani su od strane Mannar R. Maurya®® te njegovih
suradnika. Kompleksi vanadija u kojima su ligandi imidazoli ili derivati imidazola su strukturni
modeli vanadij haloperoksidaze. Takoder, kompleksi oksovanadija (IV) i dioksovanadija (V) s

benzimidazolima kao ligandima su modeli za histidin u enzimima.

Razli¢itim sintezama dobiveni su kompleksi koji su zatim karakterizirani metodoma poput
termogravimetrijske analize, IR i UV/Vid spektroskopije te *H, *3C i 'V NMR. Kompleksi koji

Su proucavani su prikazani na shemi 2.
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Shema 2. Strukture vanadijevih kompleksa



Kompleksi imaju razli¢itu prostornu geometriju. Dioksovanadijevi kompleksi 6 i 12 imaju
nepravilnu trigonalnu bipiramidalnu geometriju, oksovanadijev kompleks 7 je pravilne planarne
kvadratne strukture, dok su kompleksi 11 i 14 oktaedarske strukture. Kako bi se utvrdila
toplinska stabilnost spojeva provedena je termogravimetrijska analiza kojom dolazi do
dekompozicije, a kona¢ni produkt je V20s kod svih kompleksa. Dioksovanadijevi kompleksi se
raspadaju u 3 koraka medutim manje su toplinski stabilni od oksovanadijevih kompleksa koji se
raspadaju u dva koraka budué¢i da se u potpunosti raspadnu na temperaturi do 395 °C, a
oksovanadijevi do 500 °C. H, 3C i ®V NMR spektrima utvrdena je struktura pojedinih
kompleksa. UV/Vid spektri su snimani na spektrofotometru. Kompleks 14 je otopljen u metanolu

te su snimani spektri titracijom s klorovodi¢nom kiselinom $to je prikazano na slici 1.

Apsorbancija
Apsorbancija

0.0

L T L]
300 400 500
Valna duljina/nm

300 350 400 450 500
Valna duljina/nm

Apsorbancija

0.0

T L L) L} 1
300 350 400 450 500
Valna duljina/nm

Slika 1. UV/Vid spektri kompleksa 14 u metanolu dodatkom klorovodicne kiseline



Dodavanjem HCl-a na prvom spektru (a) se moze uo€iti postupno pojacanje intenziteta
apsorbancije na 321 nm, a smanjenje na 378 nm. Do toga dolazi zbog protoniranja dusikovog
atoma u benzimidazolu. Daljnji dodatak HCl-a takoder uzrokuje promjene u spektru (b),
intenzitet apsorbancije na 321 nm opada, dok na 378 nm ostaje jednak te se to pripisuje
protoniranju NH u benzimidazolu. Naposljetku, dodatkom HCI-a dolazi do pomaka apsorpcijskih
maksimuma s 321 nm do 325 nm te s 378 na 371 nm, a na 369 nm pojavljuje se izozbesti¢na
tocka (c). Ispitana je i kataliticka aktivnost kompleksa 6, 8 1 12 za reakciju oksidacije sulfida uz
vodikov peroksid do sulfoksida te kona¢no do sulfona. Uz komplekse dobivena je veca

konverzija i veca selektivnost.

Istrazivanjem koje je provedeno 2007. godine Yousef M. Hijji** i suradnici ispitali su ponasanje
Schiffovih baza kao senzora za odredivanje aniona. Iz Schiffove baze sintetizirali su
kolorimetrijski senzor aniona. Senzor nastaje kondenzacijom 2-amino-4-nitrofenola 17 te
salicilaldehida 18 pod djelovanjem mikrovalnog zracenja u trajanju od 2 minute. Sintezom je

dobiven N-(2-hidroksi-5-nitrofenil)saliciliden 19 kao potencijalni kolorimetrijski senzor.

H
O,N NH, O2N N
o)
+ —_—
W@[ [ ] !
OH HO OH

17 18 19

Shema 3. Sinteza N-(2-hidroksi-5-nitrofenil)salicilidena

Boja otopina senzora 19 u organskim otapalima kao §to su acetonitril i DMSO (dimetilsulfoksid)
je Zuta, a isparavanjem otapala nastaju kristali tamno ljubicaste boje. Uz pomo¢ masene
spektrometrije, spektra dobivenog utjecajem X zracenja te *H i 3C NMR spektara utvrdena je

struktura senzora. Takoder, utvrdeno je da spoj postoji u keto i enolnom obliku (shema 4).



O,N
O,N N N -
NT X
OH H
OH OH
o)
0

19 2
Shema 4. Keto i enolna forma senzora

Naime, u 3C NMR spektru je vidljiva odsutnost karbonilnog ugljika u vidu nedostatka signala
koji je za karbonilni ugljik na 177 ppm ili vise te je umjesto tog signala uocen signal koji je na
160,5 ppm §to predstavlja fenolni ugljik. Dodavanjem tetrabutilamonijevih soli razli¢itih aniona
u otopinu senzora 19 (koncentracije 1,0x10° M) i acetonitrila dolazi do velikih promjena u boji.
U slucaju aniona Br, CI, ClOs i HSOs4 nema uocljivih promjena boje, no u slucaju F-,
CH3COO™ i H2PO4 boja se mijenja i to od svijetloZzute do tamnoZute ovisno o koncentraciji
pojedinog aniona (slika 2). Intenzitet boje se smanjuje dodavanjem proti¢nih otapala (npr. voda,

metanol, etanol) buduci da dolazi do ,,natjecanja““ s anionom.

Bez aniona F- AcO’ H,PO, " Br Cr ClOy HSO,
\:/ \/’ o A S —— e ~ >

Slika 2. Otopine senzora 19 i acetonitrila u prisutstvu aniona

Interakcija senzora 19 s anionima je istrazena spektrofotometrijski dodavanjem otopine
tetrabutilamonijeve soli aniona i acetonitrila u otopinu senzora 19 i acetonitrila. U odsustvu
aniona, UV/Vid apsorpcijski spektar je karakteriziran s tri apsorpcijska maksimuma na 229, 275
i 342 nm. Dodatkom F, CH3COO™ i H2PO4 dolazi do nestanka maksimuma na 342 nm te
poveéanjem njihove koncentracije, apsorpcijski maksimum na 450 nm sve vise raste. Na 372 nm

se pojavljuje izozbestic¢na tocka koja oznacava nastajanje kompleksa.



Senzor 19 s visokom osjetljivos¢u moze selektivno detektirati fluoride, acetate te dihidrogen-

fosfate $to je vidiljivo na slici 3.
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[ Anion ]

Slika 3. Graf ovisnosti apsorbancije senzora 19 o koncentraciji razlicitih aniona

Jobova metoda je dobila ime po Paulu Jobu i predstavlja metodu u analitickoj kemiji koja
odreduje stehiometriju u reakciji vezanja organske molekule i u ovom slucaju aniona.
Koristenjem te metode pokazano je formiranje kompleksa s fluoridom, acetatom te dihidrogen

fosfatom u omjeru 1:1 = receptor:anion.

NO,

NO,

NO,

21 22 23

Shema 5. Moguce strukture kompleksa senzora s anionima
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Konstante vezanja su pokazale redoslijed vezanja CH3sCOO™ =F >> HyPOy, a razliite su zbog
razli¢ite relativne bazi¢nosti aniona, dok se sli¢nost konstanti vezanja fluorida i acetata moze
pripisati dvostrukom vezanju vodika (ion oblika Y) sto uzrokuje jace vezanje. Dihidrogen-fosfat
se ne moze vezati slicno kao acetat te je to posljedica tetraedarske geometrije zbog ¢ega ima

slabiju konstantu vezanja.

2015. godine Kai Liu® i suradnici su objavili sintezu te analizu fluorescentnog senzora (BIP)

dobivenog kondenzacijom 4-(N,N-dimetilamino)salicilaldehida i 2-aminobenzimidazola.

H o)
\C/
OH § Etanol, § HO
. ©i " refluks N
/ 2 Vi
N ¢\ VA
N 25 \
N 26

24
Shema 6. Sinteza BIP senzora

Senzorska svojstva BIP-a te anionsko vezanje istrazeno je UV/Vid spektroskopijom. Bez
dodatka aniona, spektar senzora u acetonitrilu ima tri apsorpcijska maksimuma na 228, 276 i 410
nm. Nakon dodavanja fluorida kao tetrabutilamonijeve soli intenzitet maksimuma na 410 nm je
smanjen i prosiren, a maksimum na 228 nm je povecan.

Dodatak drugih aniona (CI°, Br,, I, H2PO4, NOs’, CH3COO") nije uzrokovao ve¢u promjenu
spektra $to je prikazano na slici 4. Dodatno je istrazivana interakcija fluorida s BIP-om UV/Vid
spektroskopskom titracijom te se na slici 4 moze uociti nastanak izozbesti¢ne tocke $to ukazuje
na stvaranje kompleksa u omjeru 1:1. Iz spektra je izraCunata konstanta vezanja na 410 nm koja
iznosi 1,25x10% Za istrazivanje fotofizikalnih svojstava BIP-a s razli¢itim anionima provedena
su fluorescencijska mjerenja. Pri 411 nm dobivena je slaba emisija fluorescencije §to ukazuje na
formiranje prijelaznog stanja BIP-a od geometrijski ograni¢enih Sesteroflanih prstenova
intramolekularnim vodikovim vezama. Vidljivo iz slike 4 ako se poveca koncentracija fluoridnog
iona dodanog u otopinu BIP-a u acetonitrilu, povecat ¢e se i intenzitet fluorescencije pri 411 nm

zbog interakcije vodika izmedu BIP-a i F.
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Slika 4. a) Promjena spektra BIP-a u acetonitrilu dodatkom aniona; b) UV/Vid apsorpcijski

spektar BIP-a u acetonitrilu nakon dodavanja fluoridnog iona

U konacnici, na slici 5 moze se uociti da dodatak drugih iona sli¢ne koli¢ine kao F~ (CI", Br, I,

NO3z", H2PO4 i CH3COQO) nije uzrokovao emisiju fluorescencije. Pomoc¢u ove analize dokazano

je da ne postoje smetnje za detekciju F~ u obliku prisutnosti drugih aniona ¢ime se pokazala

velika selektivnost BIP-a za Fion.
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Slika 5. a) Promjena emisijskog spektra BIP-a u acetonitrilu dodavanjem razlicitih koncentracija

fluoridnog iona; b) promjena emisijskog spektra BIP-a u acetonitrilu dodatkom jednakih

koncentracija razlicitih aniona
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Na temelju gore navedenih UV/Vid te spektrofluorimetrijskih istrazivanja predlozen je

mehanizam detekcije fluoridnog iona pomoc¢u BIP-a prikazan na shemi 7.

§ HO H H—0O
) >\: /e C[ >0
27 \ N 28l

I’ \\
’ h -
H H N
4 \
\

L
H \\

/ \, P
N N H—0
SO — -G
29

l
e N%\\ P
. \

Shema 7. Moguci mehanizam vezanja fluoridnog iona i BIP-a

N

PN

Vezanjem fluoridnog iona na BIP, izomerizacija BIP-a je ograniCena, ali je time pobolj$an
intramolekularni prijenos naboja. Daljnim vezanjem fluoridnog iona intermolekularne vodikove

veze ometaju intramolekularne vodikove veze i1 uniStavaju geometrijski odredenu strukturu.

Budu¢i da prevelika koncentracija bakrovih iona negativno utjece na biljke, okolis, a 1 na ljudsko
zdravlje bitna je moguc¢nost njegove detekcije. Schiffova baza benzimidazola je pokazala puno
vecu selektivnost za ione bakra nego za ostale ispitivane ione u istrazivanju koje je proveo
Xingjian Wang*® zajedno sa svojim suradnicima 2015. godine. Detekcija se temelji na
fluorescenciji  Schiffove baze u prisutnosti bakra. Reakcijom p-fluorobenzaldehida s

benzimidazolom sintetizirana je Schiffova baza benzimidazola $to je prikazano na shemi 8.
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Shema 8. Sinteza Schiffove baze benzimidazola

Selektivnost sintetiziranog spoja utvrdena je UV/Vid spektroskopijom proucavanjem

apsorpcijskih spektara produkta 36 u DMF-u u odsustvu te prisustvu razli¢itih metalnih kationa.

1.0

0.8 -

0.6 = Co?*, Ni?*, Ag* i Fe**

0.4 4

Apsorbancija

" Zn**, Cd*>*, Mg>* i Pb**

0.0 4

T T 1
350 400 450 500 550
Valna duljina/nm

Slika 6. UV/Vid spektar 36 s razlicitim metalnim kationima

Vidljivo je da je najvecu promjenu intenziteta apsorpcije uzrokovala prisutnost iona bakra u
otopini u usporedbi s drugim ionima iz ¢ega proizlazi da spoj najbolje koordinira s ionima bakra.
Da bi se dobio emisijski spektar potrebno je spoj 36 u DMF-u pobuditi odredenom valnom
duljinom, a pobuduje se valnom duljinom apsorpcijskog maksimuma soli koja se nalazi u
otopini.
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Veliko poveéanje intenziteta fluorescencije dogada se dodatkom Cu?* iona, malo poveéanje
dodatkom Mg?* i Pb?*, a gotovo nema promjene dodatkom ostalih iona. Ovime je dokazana

velika selektivnost Schiffove baze benzimidazola 36 za ione bakra.

5500
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4500

2+
4000 . Cu

3500
3000 Svi ioni
25 - .
2500 ] . Mg?* i Pb?
2000

1500 Ag', Cd**, Co*", Fe3*, Ni**

Intenzitet fluorescencije

. . "
400 450 500 550 600
Valna duljina/nm

Slika 7. Emisijski spektar 36 s razlicitim kationima
2016. godine Ganesan Kumaravel'’ i njegov suradnik sintetizirali su i karakterizirali niz metalnih

kompleksa dvije Schiffove baze benzimidazola. Sinteza Schiffovih baza te njihovih metalnih
kompleksa je prikazana na shemi 9. gdje M oznacava metale bakar, nikal, kobalt i cink.

X
Neutralizirano s H /
_KCO; N N
/>_/ 0 Refluks 30 /> 39
2HCI Metanol N

MCl,
37 Refluks 3h
X = H, N02 Metanol

Shema 9. Sinteza metalnih kompleksa Schiffovih baza
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Geometrija kompleksa istrazivana je elektronskom spektroskopijom kako bi se utvrdila promjena
elektronske konfiguracije molekule te odredivanjem magnetskih momenata. Razlika izmedu
dobivenih spektara Schiffovih baza i njihovih kompleksa su frekvencije apsorpcijskih vrpca. U
spektru kompleksa apsorpcijska vrpca se nalazi na nizim frekvencijama za S§to je odgovorna
koordinacija liganada s metalnim ionom. Iz spektara, a i vrijednosti magentskih momenata,

zakljuceno je da su ovi kompleksi planarne kvadratne geometrije.

U svrhu proucavanja vezanja spomenutih kompleksa na molekulu DNA snimljen je apsorpcijski
spektar liganada i njihovih kompleksa u prisutnosti i u odsutnosti DNA radi usporedbe.
Apsorpcijski maksimum se pojavljuje pri veéim valnim duljinama u prisutnosti DNA, ali s
povecanjem koncentracije DNA dolazi do hipokromnog pomaka maksimuma $to je vidljivo na
slici 8. Ligandi su se pokazali kao slabi interkalatori, ali njihovi kompleksi kao veoma jaki DNA
interkalatori. Vezanje kompleksa na molekulu DNA moze se istraziti i odredivanjem viskoznosti.
Klasi¢no DNA interkaliranje rezultira pove¢anjem duljine zavojnice uslijed vezanja kompleksa
izmedu dviju molekula dusi¢nih baza koje su tada separirane te dolazi do povecanja viskoznosti.
Dode li do parcijalnog ili slabog interkaliranja, duljina zavojnice se smanjuje, a samim time
smanjuje se i viskoznost. Na slici 8. uocava se poveéanje viskoznosti porastom koncentracija

razlicitih kompleksa.

a) b)
0.9
Povecanje - nad

& koncentracije =

Sl =

‘S 0.6 DNA =

= S

<

= g

2 1.4 - /

2, x

< 03 * T

-/
. 1
310 330 350 370 o1 0"2 0.'3
Valna duljina/nm [Kompleks]/[DNA]

Slika 8. a) Apsorpcijski spektar kompleksa u ovisnosti 0 povecanju koncentracije DNA; b)Utjecaj

povecanja koncentracija kompleksa na viskoznost
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Kada govorimo o bioloSkim svojstvima metalnih kompleksa Schiffovih baza benzimidazola,
vazno je napomenuti njihovo antimikrobno djelovanje, to¢nije antibakterijsko i antifungalno
djelovanje. Takvo djelovanje je izraZenije kod kompleksa, nego kod samih liganada. Takoder,
pokazuju i antitumorsko te antivirusno djelovanje, antioksidativni su te djeluju protuupalno i kao

antihistaminici.!®

Jo§ jedno vazno svojstvo Schiffovih baza benzimidazola je njihova primjena kao fluorescentnih
pH osjetljivih kromofora i fluorofora. Istrazivanjem provedenim od strane Eme Horak!® te njenih
suradnika 2017. godine opisano je takvo djelovanje triju Schiffovih baza benzimidazola.
Sintetizirane su reakcijom aromatskih aldehida s odgovaraju¢im 2-aminobenzimidazolima.

Sinteza Schiffovih baza benzimidazola prikazana je na shemi 10.

0
=
N OH § N(Et),
> NH, + EtOH N/
N/ /:
R R N HO
41
N(ED), 43R=H
42 44 R =CN
45 R = N02

Shema 10. Sinteza Schiffovih baza benzimidazola

Opcenito, pH senzori bazirani na Schiffovim bazama su jako rijetki zbog protoniranja imino veze
u vodi tijekom hidrolize. U otopinama i tankim polimernim filmovima ispitivana su fotofizicka i
senzorska svojstva 43-45 te su takoder odredene vrijednosti pKa i pKa*. U smjesama etanola i
vode provedene su Kiselo-bazne titracije, a spektar je prikazan na slici 9.

U otopinama etanol/voda Schiffove baze 43-45 pokazuju slabu fluorescenciju, a nakon
protoniranja rezultiraju reverzibilnom promjenom boje koja je vidljiva golim okom (pKa = 4).
Protoniranje se moze dogoditi na iminovom dusikovom atomu ili na atomu amino dusika i moze
dovesti do stvaranja monokationa ili diokationa. Pretpostavlja se da se protonira imino dusik
benzimidazolskog dijela molekule. Utjecaj protoniranja je vidljiv na emisijskom spektru, ali se

razlikuje u¢inak na 43 od onih na 44 i 45.
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Slika 9. Ovisnost intenziteta fluorescencije o valnoj duljini za pojedine Schiffove baze

benzimidazola

Spoj 43 pokazuje snazno povecéanje, dok 44 i 45 pokazuju smanjenje fluorescencije $to je

prikazano na slici 10.

a) b)
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Slika 10. a) Utjecaj pH na intenzitet fluorescencije spoja 43 b) Utjecaj pH na intenzitet

fluorescencije spoja 45

Spojevi su zatim imobilizirani u plastificiranoj PVC matrici dobivenoj od tekuce smjese koja se

ultrazvu¢no zagrijava i nakon toga nanosi na Cvrsti prozirni sloj. Protoniranje spojeva u
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imobiliziranom stanju dovodi do spektralnih promjena. U apsorpcijskom spektru dolazi do
batokromnog pomaka te se povecava apsorpcijski koeficijent $to se ocituje u promjeni boje od

svijetlozute do tamnoZzute-narancaste ovisno o pH.

Slika 11. Promjena boje Schiffovih baza 43-45 imobiliziranih u PVC filmu ovisno o pH

Protoniranje imobiliziranih spojeva ima utjecaj i na fluorescenciju koja se protoniranjem
smanjuje. Spoj 45 je karakteristican zbog NO> elektron-odvlacece skupine koja je u potpunosti
ugasila fluorescenciju u otopini etanola i vode, ali imobilizacijom u PVC filmu dolazi do
protoniranja duSika skupine koja je vezana na benzimidazolu ¢ime imino dusik ostaje oCuvan.
Zbog protoniranja tog dusika spoj 45 pokazuje jaku zeleno-zutu emisiju $to se lako moze uociti i
golim okom. Ta Schiffova baza se uspjes$no primjenjuje kao fluoroionofor u kalijevoj selektivnoj

optodi koja je osjetljiva na promjenu fluorescencije.

Rajasekhar Yerrasani?® je zajedno sa svojim suradnicima sintetizirao te karakterizirao &etiri
Schiffove baze benzimidazola. Njihova sinteza prikazana je na shemi 10. Spojevi su
karakterizirani termogravimetrijskom metodom, 'H i ¥C NMR, UV/Vid i fluorescencijskom
spektroskopijom te masenom spektrometrijom. U *H NMR spektru uocena su dva tripleta koja
odgovaraju protonima —CH>CHs i —OCH2-CH> skupinama, multipleti koji predstavljaju
aromatske protone i singleti koji odgovaraju protonu u iminskoj skupini te protonu u —OH

skupini fenola.
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Shema 11. Sinteza Schiffovih baza benzimidazola

Fotofizikalna svojstva spojeva 54-57 odredena su UV/Vid i fluorescencijskom spektroskopijom.

UV/Vid spektar spoja 57 prikazan je na slici 12. Emisijski spektar spojeva otopljenih u

kloroformu ukazuje na zelenu fluorescenciju centriranu na valnoj duljini 506-510 nm.
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Slika 12. a) UV/Vid spektar spoja 57 b) Emisijski spektar spoja 57

2.2. Spektroskopija

Elektromagnetsko zracenje predstavlja prostorno Sirenje elektri¢nih i magnetskih valova.
Sastoji se od tzv. paketa energije (fotoni) koji su karakterizirani odredenom frekvencijom te se
gibaju brzinom svjetlosti (3*108 m/s). Elektromagnetski valovi se mogu podijeliti u sedam vrsta
zragenja ovisno o frekvenciji odnosno valnoj duljini te zajedno ¢ine spektar elektromagnetskog

zraCenja. Vrste zraCenja su gama zrake, X zrake, UV zrake, vidljive zrake, IR zrake i

radiovalovi.?

v/Hz 310®  310®  310%  3-10% 3107 310 3-10° 3-10° 3-10*
| | | | | | | | | | | | | | | | | |
Alm o 10" 10710 10® 100 10 102 1 102 10*
| | | | | | | | | | | | | | | |
Q
y-zrake [
§ % infracrvene radio valovi
;.;‘,q zrake
x-zrake g
=
R R T T T T T T T T T 1
A/ nm 10 1 102 10* 10° 10° 10 102 10"

vidljiva svjetlost

400 500 600 700 A /nm

Slika 13. Spektar elektromagnetskog zracenja
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Spektroskopija je grana fizike te jedna od najstarijih znanstvenih metoda. Bavi se proucavanjem
emisijskih i apsorpcijskih spektara koji nastaju uslijed energetskih ili strukturnih promjena u
molekulama ili atomima nakon medudjelovanja subatomskih Cestica i elektromagnetskog
zracenja. Atomi i molekule mogu apsorbirati i emitirati samo odredene koli¢ine energije buduci
da su njihova energijska stanja kvantizirana te su zbog toga dobiveni apsorpcijski i emisijski

spektri karakteristicni za odredenu tvar.

Uzarena Cvrsta tijela i tekuc¢ine emisijskom spektroskopijom daju kontinuirani spektar odnosno
zrake svih mogucih valnih duljina. Medutim, uzareni plinovi daju linijski spektar odnosno
emitiraju zrake samo odredenih valnih duljina, takoder i apsorbiraju zracenje istih tih valnih
duljina. Uz pomo¢ staklene prizme ili opti¢ke reSetke moguce je rastaviti vidljivu svjetlost na

svjetla svih valnih duljina od 400 do 800 nm te se na taj nac¢in dobiva spektar vidljive svjetlosti.?

vruce tijelo
visoke gustoce Pyt eeval Kontinuirani spektar
§ — -

vrué plin Emisijski spektar

e
\
/
Yy

Apsorpcijski spektar
v.' \:l = -
Y =y

Slika 14. Kontinuirani, linijski emisijski te linijski apsorpcijski spektar

Spektroskopija se moze podijeliti s obzirom na spektralno podrucje te se kao rezultat dobiva
odgovarajuci spektar. Takoder moze se podijeliti i s obzirom na vrstu interakcije s ispitivanom
tvari na apsorpcijsku, emisijsku i interferencijsku spektroskopiju. Osnovno stanje atoma ili

molekule odgovara stanju najnize dozvoljene energije.
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U apsorpcijskoj spektroskopiji interakcijom s atomom ili molekulom elektron apsorbira energiju
te atom prelazi u pobudeno stanje. Na temelju rezultata apsorpcijske spektroskopske analize
moze se identificirati tvar, odrediti struktura, koncentracija te opti¢ka svojstva.

Emisijsku spektroskopiju karakterizira emitiranje elektromagnetskog zracenja relaksacijom
pobudenih atoma odnosno prelaskom elektrona iz viSeg nivoa u nizi. Pri interferencijskoj
spektroskopiji upadno zracenje se ogiba na pravilnim strukturama, a zatim se analizira polozaj
interferencijskih maksimuma.

Energija koju tijelo emitira ili apsorbira moze se odrediti izrazom (1) koji se naziva Bohrovo

pravilo frekvencije:
Eo—Ei1=h* (1)
E2 — energija elektrona na visem energijskom nivou
E1 — energija elektrona na nizem energijskom nivou
h — Planckova konstanta (6.626*10734 J s)
v — frekvencija zracenja

Intenzitet elektromagnetskog zracenja smanjuje se prolaskom kroz otopinu koja moze apsorbirati
zracenje. Smanjenje intenziteta ovisi o koncentraciji otopine koja apsorbira zracenje (c), o
svjetlosnom putu kroz uzorak (b) te molarnom apsorpcijskom koeficijentu (¢). Lambert, Beer i

Bourguer su definirali zakon koji opisuje odnos intenziteta zraCenja prije 1 poslije prolaska kroz

uzorak (2):
log 2 =4 = e*b*c (2)
lo — intenzitet upadnog zracenja
| — intenzitet propustenog zracenja
A — apsorbancija

Spektar se snima uz pomo¢ spektrofotometra ¢iji su osnovni dijelovi izvor zraCenja,

monokromator, prostor za uzorak (kivetu) i detektor.
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Elektromagnetsko zracCenje iz izvora se usmjerava prema uzorku koji moze apsorbirati, rasprsiti
ili reflektirati zracenje. Ukoliko uzorak emitira zracenje tada je izvor zraCenja sam uzorak.
ZraCenje se s izvora zracenja vodi prema monokromatoru. Monokromator je opticki uredaj koji
propusta samo jednu valnu duljinu prema uzorku. Rad mu se temelji na disperziji svjetlosti na
jednoj ili vise prizmi ili difrakcijskim reSetkama. Okretanjem resetke ili prizme se odabire kut
upada elektromagnetskog zraCenja 1 time se postize propustanje samo jedne valne duljine.

Detektor primljeno zraGenje pretvara u signal koji se moZe zapisati kao spektar.?

detektor
monokromator (=)

prizmaili —b—]
. resetka izlazni

ultazm otvor
otvor
T uzorak i

svjetla

Slika 15. Shematski prikaz spektrofotometra

2.2.1. Spektroskopija ultraljubicastog i vidljivog zrafenja

Kao medij proucavanja spektroskopija vidljivog zracenja koristi vidljivu svjetlost valnih duljina
400-800 nm te se proucavaju efekti koji su uzrokovani promjenom elektronske strukture atoma
ili molekule te sama elektronska struktura jer vidljivo zraenje uzrokuje pobudenje elektrona
unutar atoma, molekula, kristalnih ili amorfnih tvari. Ova spektroskopija obuhvaéa i blisko
ultraljubicasto podruéje kojeg ¢ine valne duljine 200-400 nm te se takva spektroskopija oznacava
kraticom UV/Vid.?*

UV/Vid spektroskopija se koristi za analizu organskih molekula koje u sebi sadrze m elektrone.
Da bi molekula apsorbirala zracenje u vidljivom ili bliskom ultraljubi¢astom dijelu spektra mora
u strukturi sadrzavati naizmjeni¢ni niz dvostrukih i jednostrukih veza §to se naziva istegnuti ©
sustav. Dolazi do pobudivanja elektrona izmedu energijskih nivoa koji odgovaraju molekulskim

orbitalama sustava.
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Spektroskopijom se dobiva apsorpcijski spektar u kojem postoji toliko apsorpcijskih vrpci koliko
ima strukturnih skupina u molekuli. Jedinica u molekuli koja je zasluzna za apsorpciju se naziva
kromofor. Na temelju dobivenog spektra moze se zakljuciti prisutnost konjugiranog sustava ili
odredene skupine u molekuli. Naj¢esc¢i kromofori su karbonilna skupina (-C=0), nitrozo skupina
(-N=0), nitro skupina (-NO), azo skupina (-N=N-) itd.?®

Kao i za ostale spektroskopije, za snimanje spektra koristi se spektrofotometar, instrument koji
mjeri koli¢inu zraCenja koju je uzorak apsorbirao. Kao izvor zracenja kod UV/Vid
spektroskopije koriste se vodikova i deuterijeva lampa te lampa s volframovom niti. Vodikova i
deuterijeva lampa predstavljaju cijevi od kvarca u kojima se nalazi vodik ili deuterij pod tlakom
te dolazi do praznjenja. Lampa s volframovom niti se koristi za dobivanje spektra u vidljivom
podrucju. Monokromator se sastoji od ulazne pukotine, kolimacijske lece, disperzijskog

elementa, fokusiraju¢e le¢e, izlazne pukotine te wulaznih 1 izlaznih prozora.

Kolimacijska leca
Fokusirajuca leéa

I .

/ /
2
Ulazna puKotina Disperzijski element A Izlazna pukotina

Slika 16. Dijelovi monokromatora

Kao disperzijski elementi najées¢e se koriste prizma i difrakcijska resetka. Funkcija
disperzijskog elementa je suzenje mjernog zracenja do uske vrpce koju uzorak apsorbira. Vrpca
je zraCenje odredene valne duljine koje se izdvaja iz kontinuiranog zrafenja zajedno sa
susjednim valnim duljinama buduci da ne postoji selektor koji bi izdvojio zracenje samo jedne

valne duljine.?®
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Slika 17. Difrakcijska resetka i princip suzenja mjernog podrucja

Detektor je instrument koji zracenje pretvara u signal koji se moze zabiljeziti. Prije dolaska u
detektor zracenje prolazi kroz otopinu uzorka koje apsorbira dio zracenja. Ispitivanu tvar je
nuzno prije ispitivanja otopiti u pogodnom otapalu koje mora zadovoljavati odredene kriterije.
Tvar se mora dobro otapati u otapalu te otapalo mora biti kemijski inertno prema otopljenoj tvari.
Najcesca polarna otapala su voda, etanol i metanol. Kivete u kojima se uzorak nalazi se izraduju
od stakla ukoliko se snima spektar u vidljivom podrucju, a od kvarca ako se snima spektar u UV

podru¢ju. Sirina kivete ovisi o zahtjevima mjerenja te uzorku koji se ispituje.

2.2.2. Fluorimetrijska spektroskopija

Fluorimetrijska spektroskopija je analiticka metoda koja se temelji na odredivanju intenziteta
fluorescencije koje je wuzrokovano ultraljubiastim zraCenjem. Fluorescencija je, uz
fosforescenciju, vrsta fotoluminiscencije. Molekula apsorbira dolazno ultraljubicasto zracenje te
prelazi u pobudeno stanje u kojem se zadrzava vrlo kratko (1078 s), prilikom povratka u osnovno
stanje molekula emitira zracenje u vidljivom djelu spektra. Emitirano zracenje je veée valne
duljine te manje energije od upadnog zraCenja zato Sto se dio energije pobudivanja trosi na
translacijsko i rotacijsko gibanje dok je molekula u pobudenom stanju, a ostatak energije se trosi
na fotoemisiju. Molekule se pobuduju u razna vibracijska stanja iz kojih se brzo vracaju u

najnize vibracijsko stanje iz kojeg se vrac¢aju u osnovno stanje te emitiraju zracenje.
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Zbog toga dolazi do pomaka u valnoj duljini emitiranog zra¢enja te tu pojavu nazivamo Stokesov
pomak. Fluorescencija i fosforescencija se razlikuju s obzirom na trajanje emisije zraCenja.
Prilikom fosforescencije zraenje se emitira i nakon prestanka primarnog zracenja, a prilikom

fluorescencije prestankom primarnog zraéenja prestaje i emisija zraenja.?’

Stekesov pomak

Apsorpeija Emisija

""“-_____

— i
450 SO0 550 GO0 650 TO0

Valna duljina (nm})

Slika 18. Stokesov pomak

Ucinkovitost fluorescencije moze se izraziti velicinom koju nazivamo kvantno iskoristenje te se

racuna prema izrazu (3):
= Ne
=1 @)
Ne — broj emitiranih fotona

Na — broj apsorbiranih fotona

Na temelju dobivenog spektra mogu se dobiti kvalitativne i kvantitativne informacije o
ispitivanom uzorku. Boja i intenzitet fluorescencije su karakteristiéne veli¢ine za pojedinu
molekulu, a ovise o kemijskoj strukturi tvari, koncentraciji, pH, temperaturi te otapalu. Medutim,
primjena je ograni¢ena samo na one kemijske spojeve koji mogu fluorescirati (<15% spojeva).
Dio molekule koji je odgovoran za fluorescenciju naziva se fluorofor. Fluorofori su najéesce
ciklicki ugljikovodici sa nezasi¢enim vezama, polieni te spojevi koji sadrze karbonilnu skupinu.
Tipi¢ni fluorofori su triptofan, fluorescin, rodamin B, kinin i drugi. Supstituenti koji pojacavaju
intenzitet fluorescencije se nazivaju auksofori, a oni koji smanjuju intenzitet fluorescencije

diminofori. Snimanje spektra provodi se na spektrofluorimetru.
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Glavna razlika uredaja koji se koristi za fluorimetrijsku spektroskopiju i UV/Vid spektroskopiju
je drugaciji monokromator. Neki spektrofluorimetri sadrzavaju i dva monokromatora, jedan za
pobudno zracenje, a drugi za fluorescenciju. Fluorescencijsko zracenje se Siri u svim smjerovima

pa je najpogodnije pratiti pod kutem od 90° u odnosu prema ulaznom zracenju. Takav dizajn

iskljucuje nezeljenu detekciju ulaznog zracenja.

Vibracijska
relaksacija
E f—
S —
=
—
- =
8 2,
2 g
< S
=
o
So

Rezonantna fluorescencija

Slika 19. Dijagram fluorescencije
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3. REZULTATI | RASPRAVA
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3.1. Cilj rada

Cilj ovog rada bila je priprava supstituiranin Schiffovih baza benzimidazola kao
potencijalnih senzora za metalne katione i pH u otopinama. Strukture ciljanih spojeva prikazane
su na slici 20. Spojevi 9 i 10 su uspjesno sintetizirani te je njihova struktura potvrdena 'H i *C
NMR spektroskopijom, a spojevi su dodatno okarakterizirani UV/Vid spektroskopijom u
razli¢itim otapalima. Takoder provedene su i UV/Vid titracije otopina spojeva s vodenim

otopinama metalnih soli i puferima razlicitih pH vrijednosti.

R
H3C

\
\ N
N—<\N

8R,=CNR,=H

R4

CN

Slika 20. Strukture ciljanih produkata sinteze 8-10
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3.2. Sinteza priredenih spojeva

Za sintezu ciljanih Schiffovih baza prvo je bilo potrebno prirediti 3-amino-4-(N-
metilamino)benzonitril 3. Reakcijom 4-klor-3-nitrobenzonitrila 1 i suviska metilamina u
acetonitrilu potpomognutom mikrovalovima prireden je 4-(N-metilamino)-3-nitrobenzonitril 2.
IskoriStenje provedene reakcije je 82%. Redukcijom spoja 2 s SnCl2x2H20 u smjesi metanola i

koncentrirane HCI prireden je spoj 3 uz iskoristenje reakcije 52%.28 230

CH
i L
Cl NH
MW NH SnCI12x2H20
CH3-NH2 R
.
T MeOH/HCI - -
NC NO NC NO, 2
1 2 3

Shema 12. Sinteza 4-(N-metilamino)-3-nitrobenzonitrila 2 i 3-amino-4-(N-

metilamino)benzonitrila 3

Strukture priredenih spojeva su potvrdene koristenjem *H i *C NMR spektroskopije. Na slici 21
prikazan je *H NMR spektar spoja 2.
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13
Ay
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Slika 21. *H NMR spektar spoja 2
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U spektru se moze uociti signal na 8,63 ppm koji odgovara protonu NH skupine, signal na 3,00

koji odgovara protonima CHs skupine dok ostali signali u podru¢ju od 8,49 do 7,10 ppm

odgovaraju aromatskim protonima.

Na slici 22 prikazan je *H NMR spektar spoja 3. Signal na 5,57 ppm odgovara protonu skupine

NH, signal na 2,77 ppm odgovara protonima skupine CHs, a signali od 6,95 ppm do 6,41 ppm

odgovaraju aromatskim protonima. Vidljiv je i dodatan signal u odnosu na *H NMR spektar

spoja 2, signal na 4,89 ppm koji odgovara protonima NH. skupine.

mmmmmm
mmmmmm

6.

6.

6.

6.

6.

6.
—6.42
~-6.40
_~5.57
"\-5.56

4.89

&g I S L
8 & g o g
3 3 3 3 N

277

\\ ~-2.76
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Slika 22. *H NMR spektar spoja 3

Za daljnju sintezu Schiffovih baza bilo je potrebno iz spoja 3 prirediti 2-amino-5-cijano-N-

metilbenzimidazol 4 koji se dobiva reakcijom otopine spoja 3 u metanolu i vodi s otopinom

BrCN u acetonitrilu. IskoriStenje provedene reakcije je 62%.

(|3H3 CHj
NH CH,CN N/
BrCN
—_— />7NH2
H,0/MeOH N
NC NH, NC
3 4

Shema 13. Sinteza 2-amino-5-cijano-N-metilbenzimidazola 4
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Struktura priredenog spoja 4 je potvrdena koristenjem *H i 3C NMR spektroskopije. Na slici 23
je prikazan *H NMR spektar spoja 4 u kojem se moZe uoditi signal na 6,82 ppm koji odgovara
protonima skupine NHo, signal na 3,54 ppm odgovara protonima CH3 skupine dok signali od

7,50 do 7,30 ppm odgovaraju aromatskim protonima.

7.5018
7.4992
7.4970
6.8235
3.5449

_~7.3039
™-7.3009

VA
A\

B B 5 k3

T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.753.60 3.55 3.50

Slika 23. 'H NMR spektar spoja 4

Supstituirane  Schiffove baze 8-10 su priredene reakcijom 2-amino-5-cijano-N-

metilbenzimidazola 4 i odgovarajué¢ih benzaldehida 5-7 u apsolutnom etanolu (Shema 14).

Rz
CH3 H3C
/ R1 R2 ’ \
N EtOHaps. R4 \ N
NH, +
Y/ 2 N \
NG N CHO N CN
4 5R,=CNR,=H 8R,=CNR,=H

6R, =N(CH;), R, =H 9R, =N(CH;), R, = H
7R, = N(CH,CH;), R, = OH 10 R, = N(CH,CH3), R, = OH

Shema 14. Sinteza supstituiranih Schiffovih baza 8-10
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Nakon zagrijavanja reakcijske smjese na temperaturi refluksa 48 sati spojevi 9 i 10 su uspjesno
priredeni uz iskoriStenja reakcija 76% i 67%, a dobivena smjesa spoja 8 i reaktanta 4 je
prociséena kolonskom kromatografijom na silikagelu uz CH2Cl> kao eluens, ali zeljeni produkt 8
nije uspje$no izoliran. Strukture priredenih spojeva 9 i 10 su potvrdene H i *C NMR
spektroskopijom. Na slici 24 prikazan je *H NMR spektar spoja 10 u kojem se moZe uo¢iti
karakteristiCan singlet protona iz OH skupine na 12,40 ppm, a signal na 3,80 ppm odgovara
protonima vezane metilne skupine. Schiffova baza 10 se od 8 i 9 razlikuje po supstituentima i
ima vezane dvije etilne skupine te hidroksilnu skupinu. Protoni etilnih skupina daju signale na

3,45 ppm i 1,15 ppm. Signali od 9,37 ppm do 6,15 ppm odgovaraju aromatskim protonima.
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7.99
7.99

69
67
62
60
_6.16
N\6.15

<
%
<7
%
/
AN

3.46
3.44
~3.43
1.17
1.15
1.13

/3

—
T
\\X

_ g I yyid v I §

Ll L

Y e Y Y <

o < < - «
[}

— S - — — o

1 0.851

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T i T T
12.6 12.4 12.2 94 9.3 9.2 81 80 79 78 77 76 75 65 64 63 62 6.1 39 38 35 34 11 1.0

Slika 24. 'H NMR spektar spoja 10

Na slici 25 je prikazan *C NMR spektar spoja 10 u kojem se moze uoéiti odgovarajuéi broj
signala ugljikovih atoma. Signal na 44,69 ppm odgovara ugljikovim atomima dviju metilenskih

skupina, dok ugljikovi atomi dviju metilnih skupina odgovaraju signalu na 13,01 ppm.
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Slika 25. *3C NMR spektar spoja 10

3.3. Spektroskopska karakterizacija UV/Vid spektroskopijom

3.3.1. Kvantitativni UV/Vid spektri

UV/Vid apsorpcijski spektri priredenih spojeva 9 i 10 snimani su pri istoj koncentraciji od 2x107°
mol/dm® u Sest razli¢itih otapala drugaijih polarnosti. Na slici 26 prikazani su usporedni

apsorpcijski spektri spojeva 9 i 10 u razli¢itim otapalima.!

Dobiveni apsorpcijski spektri za spojeve 9 i 10 upucuju na utjecaj otapala razli¢itih polarnosti na
spektroskopska svojstva. Spoj 9 pokazuje u metanolu, a posebno u MQ vodi hipokromni pomak
intenziteta apsorbancije te batokromni pomak maksimuma apsorbancije u etanolu i metanolu u
odnosu na acetonitril. U toluenu spoj 9 pokazuje blagi hipokromni pomak intenziteta i

batokromni pomak maksimuma apsorbancije.
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Slika 26. Apsorpcijski spektri spojevaa) ib)9ic)id 10

Kod spoja 10 mozemo uoditi blagi hiperkromni pomak intenziteta apsorbancije u etanolu i
metanolu uz pojavu novog maksimuma apsorbancije na 452 nm u odnosu na spektar spoja u
acetonitrilu. U MQ vodi spoj 10 pokazuje hipokromni pomak intenziteta apsorbancije te pojavu
novog maksimuma apsorbancije na 468 nm. U toluenu spoj 10 pokazuje blagi batokromni pomak

maksimuma apsorbancije.
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Iz prikazanih apsorpcijskih spektara za spojeve 9 i 10 moze se uociti batokromni pomak

maksimuma apsorbancije te hiperkromni pomak intenziteta apsorbancije spoja 10 u etanolu u

odnosu na spoj 9 u istom otapalu §to vrijedi i za metanol, toluen, acetonitril te etil-acetat pri

vi§im vrijednostima valnih duljina. Za spoj 10 je u metanolu iz apsorpcijskog spektra vidljiva

pojava dodatnog apsorpcijskog maksimuma u odnosu na spoj 9 u metanolu, a takoder je vidljiv i

blagi hipsokromni

pomak maksimuma apsorbancije te hiperkromni

apsorbancije. Sli¢no se moze zakljuciti i za spoj 10 otopljen u etanolu i u acetonitrilu.

Tablica 1. UV/Vid podaci ispitanih spojeva 9 i 10 u razlicitim otapalima

pomak intenziteta

9 10
ex103 ex103

Otapalo | ET(30) [ A/nm (dm3mol-icm?) Abs | Anm (dm3mol-icm?) Abs

452 63100 1,262

417 43450 0,989 1 439 81700 1,634

Etanol | 519 | 519 38000 0760 | 243 26050 0521

217 53550 1,071

0847 | 452 60100 1,202

415 42350 ’ 430 82000 1,640

Metanol 354 | 219 33350 0,667 | 242 26650 0,533

217 54900 1,098

410 49700 0,094 | 427 77950 1,559

Acetonitril | 456 | 221 36400 0,728 | 243 28150 0,563

218 50050 1,001

Etil-acetat | 38,1 | 405 49200 0,984 | 426 79300 1,586

457 50350 1,007

Toluen 33,9 | 409 47550 0951 | = 29050 1’581

423 8950 0,179 | 468 27650 0,553

Voda 631 | 347 10500 0,210 | 435 33150 0,663

’ 256 11200 0,224 | 248 20300 0,406

224 16450 0,329 | 220 27850 0,557

3.3.2. UV/Vid spektroskopske titracije s otopinama metalnih kationa

Kako bi se ispitala mogucnost primjene priredenih spojeva kao senzora za detekciju metalnih

kationa u otopinama provedene su spektroskopske titracije. Titracije s vodenim otopinama
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ZnCly, CoCl, i CuCl, provedene su kod koncentracije spojeva 9 i 10 od 2x10° mol/dm?® uz
dodatak otopina metalnih soli odredenih koncentracija (1x10° mol/dm?, 2x107° mol/dm?, 5x10°

mol/dm?, 1x10** mol/dm?). Apsorpcijske krivulje titracija spoja 9 prikazane su na slici 27.31-32

a) b)
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0,5 0,5
0,4 0,4

803 8
< g 03
0,2 0,2
0,1 0,1
0 0

200 300 400 500 600 200 300 400 500 600
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———¢(spoj 9) =2x10° M c(CuCly) =1x10° M —¢(sp0j 9) = 2x10~> M c(ZnCly) =1x10° M

c(CuCly) =2x10° M

¢(CuCly) =5x10° M

c(ZnCl;) =2x10° M

¢(ZnCl;) =5x10° M

c(CuCly) = 1x10™* M

¢(znCly) = 1x10* M

0,6
0,5

0,4
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0,3
0,2

0,1

200 300 400 500 600
A/nm

———¢(spoj 9) =2x10° M c(CoCl;) =1x10° M

¢(CoCl,) =2x10° M ¢(CoCl,) =5%x10° M

¢(CoCl,) = 1x10* M

Slika 27. Apsorpcijske krivulje ispitivanja interakcije spoja 9 s metalnim solima
a) CuCly; b) ZnCly; c) CoCl>
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Iz dobivenih apsorpcijskih krivulja moze se zakljugiti da dolazi do interakcije spoja 9 s Cu?*
kationima, medutim s povecanjem koncentracije otopine CuCl, vidljivo je smanjenje
apsorbancije spoja. Pri koncentraciji 5x107° mol/dm? pojavljuje se nepravilan izgled krivulje §to
ukazuje na taloZenje spoja u otopini. Vezanjem Zn?* iona na spoj 9 dolazi do blagog smanjenja
apsorbancije spoja s porastom koncentracije metalnih iona. Interakcijom spoja s Co?* ionima
takoder s povecanjem koncentracije otopine CoCl, dolazi do smanjenja apsorbancije spoja. Ve¢

pri koncentraciji 2x10° mol/dm?3 vidljivo je taloZenje spoja.

Na slici 28 prikazane su apsorpcijske krivulje titracija spoja 10 s metalnim solima.

a) b)
1,4 1,2
1,2 1
1 0,8
»n 0,8 é 0,6
<
0,6 0,4
0,4
0,2
0,2
0 0
200 300 400 500 600 200 300 400 >00 600
A/nm A/nm

c(spoj 10) = 2x107° M

c(ZnCly) = 1x10° M

c(spoj 10) = 2x107° M c(CuCly) =1x10° M

¢(ZnCly) = 2x105 M

¢(ZnCly) =5x105 M

¢(CuCly) =2x10° M ¢(CuCly) =5x10° M

c(ZnCl;) =1x10* M

c(CuCl,) = 1x10* M
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c(CoCly) =1x10* M

Slika 28. Apsorpcijske krivulje ispitivanja interakcije spoja 10 s metalnim solima
a)CuCly; b) ZnCly; ¢) CoCl:
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Iz apsorpcijske krivulje spoja 10 prilikom interakcije s Cu?" ionima moZe se uoditi zna¢ajno
smanjenje apsorbancije spoja pri prvom dodatku otopine CuCl, pri kojoj spoj pocinje blago
taloziti. Daljnjim pove¢anjem koncentracije apsorbancija se nastavlja smanjivati. Vezanjem Zn?*
iona dolazi do velike promjene u apsorbanciji spoja. Za razliku od spoja 9 koji u otopini ZnCl>
nije taloZio, apsorpcijska krivulja spoja 10 pri koncentraciji 2x10° mol/dm?® ima nepravilan
izgled zbog talozenja spoja. Najvece smanjenje apsorbancije povecanjem koncentracije uoceno
je prilikom interakcije spoja 10 s ionima Co?*, a veé pri prvoj dodanoj koncentraciji spoj blago

talozi.

3.4. Utjecaj pH na spektroskopska svojstva

Kako bi se ispitala moguénost primjene spojeva 9 i 10 kao opti¢kih pH senzora ispitana je
promjena spektroskopskih svojstava spojeva ovisno o pH vrijednosti otopine koriStenjem
UV/Vid spektroskopije. Snimljeni apsorpcijski spektri spojeva u otopinama univerzalnih pufera

razli¢itih vrijednosti pH prikazani su na slici 29.3!

a) 16 -
14 -
12 -
1 i —MQ
——pH1,12
8
< ——pH 4,12
——pH 6,68
——pH 10,00
——pH12,35

200 300 400 500 600
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b)

—MQ

——pH 1,12

Abs

——pH 4,12

——pH 6,68

——pH 10,00

——pH 12,35

Slika 29. Apsorpcijski spektar spoja a) 9 i b) 10 u otopinama univerzalnih pufera razlicitih

vrijednosti pH

Iz dobivenih rezultata za spoj 9 moze se uociti da dolazi do promjene spektroskopskih svojstava
s promjenom pH otopine. Dolazi do promjene intenziteta apsorbancije, a pri pH vrijednosti 1,12
vidljiv je hipokromni pomak u odnosu na druge pH vrijednosti te se pri tom pH pojavljuju dva
dodatna apsorpcijska maksimuma. Pri vi§im valnim duljinama najveci intenzitet apsorbancije je
u luznatom mediju pri pH 12,35. Spoj 10 pokazuje povecanje intenziteta apsorbancije pri viSim
valnim duljinama s poveéanjem pH vrijednosti uz pojavu novih maksimuma apsorbancije. Kod
pH vrijednosti od 6,68 i 10,00 moze se uociti hipokromni pomak intenziteta apsorbancije u

odnosu na pH 4,12.
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4. EKSPERIMENTALNI DIO
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4.1. Op¢e napomene

Kemijske reakcije su provedene uobicajenim metodama sinteze. Svi Spojevi su rutinski
provjeravani tankoslojnom kromatografijom (TLC) koriste¢i ploe prevucene silikagelom te

detektirani pod UV svjetlom (254 i 356 nm).

Reakcije potpomognute mikrovalnim zracenjem provedene su u Milestone Start Synth

mikrovalnom reaktoru u kvarcnim posudama (40 bar).
Talista sintetiziranih spojeva su odredena na SMP10 Bibby aparatu i nisu korigirana.

'H i 3C NMR spektri snimani su na spektrometru Bruker Avance 11l 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.

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

UV/Vid spektri snimljeni su na Varian Cary 50 spektrofotometru, a koriStene su kvarcne

kivete promjera 1 cm te volumena 3 cm?,
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4.2. Priprava supstituiranih Schiffovih baza benzimidazola

CHj
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1 2
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+ — 1!
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4.2.1. Priprava 4-(N-metilamino)-3-nitrobenzonitrila 2

Spoj 2 prireden je sintezom potpomognutom mikrovalovima koristenjem MW zraCenja snage
800 W i temperature 170 °C. U svaku od 8 kiveta stavi se 0,50 g (2,74 mmol) 4-klor-3-
nitrobenzonitrila 1, acetonitril (10 ml) i suvisak metilamina (2,60 ml). Nakon 2 sata mikrovalnog
zraCenja ohladena reakcijska smjesa se pod sniZzenim tlakom upari na manji volumen, doda se
mala koli¢ina metanola te se nastali talog profiltrira. Dobiveno je 3,19 g (81,7%) Zutog

kristalini¢nog produkta. T.t. 173-179 °C.

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) (8/ppm): 8,63 (m, 1H, NH), 8,49 (d, 1H, J = 2,0 Hz, Harom ),
7,84 (dd, 1H, J1 = 9,1 Hz, Jo = 1,6 Hz, Harom), 7,10 (d, 1H, J = 9,1 Hz, Harom), 3,00 (d, 3H, J = 5,0
Hz, CHs); 3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (8/ppm): 148,0, 138,1, 132,2, 131,0, 118,8, 116,1,
96,5, 30,4.

4.2.2. Priprava 3-amino-4-(N-metilamino)benzonitrila 3

Reakcijska smjesa 3,95 g (0,022 mol) 4-(N-metilamino)-3-nitrobenzonitrila 2 i 41,8 g (0,185
mol) SnCl>x2H>0 u smjesi metanola (60,4 ml) i HClkonc. (60,4 ml) refluksira 0,5 sati. Smjesa se
zatim upari do suha i doda odgovarajuca koli¢ina vode te se zaluzi s 20% otopinom NaOH do pH
14. Nastali talog se profiltrira 1 ispere s vru¢im etanolom. Dobiveno je 1,70 g (51,8%)

svjetlonarancastog kristalini¢nog produkta. T.t. 149-151 °C.

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) (3/ppm): 6,95 (dd, 1H, J1 = 8,1 Hz, J2= 1,9 Hz, Harom.), 6,77 (d,
1H, J = 2,0 Hz, Harom)), 6,41 (d, 1H, J = 8,2 Hz, Harom.), 5,57 (d, 1H, J = 4,7 Hz, NH), 4,89 (s,
2H, NH>), 2,77 (d, 3H, J = 4,9 Hz, CHs); **C NMR (75 MHz, DMSO-ds) (5/ppm): 141,6, 135,6,
123,5, 121,6, 114,9, 108,5, 96,9, 30,0 (3C).

4.2.3. Priprava 2-amino-5-cijano-N-metilbenzimidazola 4

U smjesi metanola (40 ml) i vode (40 ml) otopi se 3-amino-4-(N-metilamino)benzonitril 3 te se
doda prethodno pripremljena otopina 1,22 g (0,0115 mol) BrCN u acetonitirilu (2,6 ml).
Reakcijska smjesa se mijeSa 48 h na sobnoj temperaturi. Zatim se doda aktivni ugljen, otopina se
profiltrira i zaluzi koncentriranom otopinom amonijaka do pH > 9. Nastali produkt se profiltrira
I. ispere malom koli¢inom hladne vode. Dobiveno je 1,24 g (62,3%) bijelog praskastog produkta.
T.t. 287-291°C
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IH NMR (400 MHz, DMSO-de) (8/ppm): 7,50 (t, 1H, J = 1,0 Hz, Harom), 7,30 (d, 1H, J = 1,2 Hz,
Harom), 7,30 (S, 1H, Harom.), 6,82 (5, 2H, NH2), 3,54 (s, 3H, CHa); 13C NMR (100 MHz, DMSO-
de) (3/ppm): 157,7, 1434, 138,9, 122,9, 121,2, 118,2, 108,7, 102,5, 29,1.

4.2.4. Opé¢i postupak priprave supstituiranih Schiffovih baza 8-10

Otopini 2-amino-5-cijano-N-metilbenzimidazola 4 u apsolutnom etanolu doda se odgovarajuéi
aldehid. Reakcijska smjesa se zagrijava na temperaturi refluksa. Hladenjem dobiveni talog se

profiltrira.

Pokusaj priprave E-2-[(4-cijanobenzilidin)amino]-1-metil-1H-benzo[d]imidazol-5-
karbonitrila 8

Iz 0,200 g (1,20 mmol) 2-amino-5-cijano-N-metilbenzimidazola 4 i 0,152 g (1,20 mmol) 4-
cijanobenzaldehida 5 u 10 ml apsolutnog etanola nakon 48 sati reakcijska smjesa se procisti
kolonskom kromatografijom na silikagelu uz CH2Cl kao eluens, medutim zeljeni produkt nije

uspjesno izoliran.

Priprava E-2-[(4-(N,N-dimetillamino)benzilidin)amino]-1-metil-1H-benzo[d]imidazol-5-
karbonitrila 9

1z 0,200 g (1,20 mmol) 2-amino-5-cijano-N-metilbenzimidazola 4 i 0,173 g (1,20 mmol) 4-(N,N-
dimetilamino)benzaldehida 6 u 10 ml apsolutnog etanola nakon 48 sati dobiveno je 0,266 g
(75,5%) Zutog praskastog produkta. T.t. 220-222 °C.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) (8/ppm): 9,27 (s, 1H, Harom.), 8,01 (d, 1H, J = 1,0 Hz, Harom),
7,95 (d, 2H, J = 8,9 Hz, Harom.), 7,68 (d, 1H, J = 8,3 Hz, Harom.), 7,57 (dd, 1H, J = 8,3, 1,5 Hz,
Harom.), 6,84 (d, 2H, J = 9,1 Hz, Harom.), 3,88 (s, 3H, CHs), 3,08 (s, 6H, CHs); *C NMR (100
MHz, DMSO-ds) (8/ppm): 166,4, 158,9, 154,3, 141,7, 139,0, 132,8, 125,2, 122,8, 122,6, 120,7,
112,0 (2C), 111,6 (2C), 104,1, 29,5.

Priprava E-2-[(4-(N,N-dietilamino)benzilidin)amino]-1-metil-1H-benzo[d]imidazol-5-
karbonitrila 10

1z 0,200 g (1,20 mmol) 2-amino-5-cijano-N-metilbenzimidazola 4 i 0,224 g (1,20 mmol) 4-(N,N-
dietilamino)salicilaldehid 7 u 10 ml apsolutnog etanola nakon 48 sati dobiveno je 0,272 g
(67,4%) zutog praskastog produkta. T.t. 227-231 °C.
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) (5/ppm): 12,40 (s, 1H, OH), 9,37 (s, 1H, Harom.), 7,99 (d, 1H, J =
1,1 Hz, Harom), 7,68 (d, 1H, J = 8,3 Hz, Harom.), 7,61 (d, 1H, J = 9,0 Hz, Harom), 7,57 (dd, 1H, J =
8,3, 1,5 Hz, Harom.), 6,43 (dd, 1H, J = 9,0, 2,4 Hz, Harom.), 6,15 (d, 1H, J = 2,3 Hz, Harom.), 3,80 (s,
3H, CHs), 3,45 (g, 4H, J = 7,0 Hz, CHy), 1,15 (t, 6H, J = 7,0 Hz, CH3); *C NMR (100 MHz,
DMSO-dg) (8/ppm): 165,3, 164,2, 157,6, 153,9, 141,7, 138,9, 125,2, 122,4, 120,7, 111,5, 109,2,
105,9, 104,1, 96,9, 44,7 (2C), 29,5, 13,0 (2C).
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5. ZAKLJUCAK
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® U ovom radu priredeni su Sljede¢i spojevi: 4-(N-metilamino)-3-nitrobenzonitril 2, 3-amino-4-
(N-metilamino)benzonitril 3, 2-amino-5-cijano-N-metilbenzimidazol 4, E-2-[(4-(N,N-
dimetillamino)benzilidin)amino]-1-metil-1H-benzo[d]imidazol-5-karbonitril 9, E-2-[(4-(N,N-
dietilamino)benzilidin)amino]-1-metil-1H-benzo[d]imidazol-5-karbonitril 10

® Za npripravu zeljenih Schiffovih baza prvotno je prireden 2-amino-5-cijano-N-
metilbenzimidazol 4 sintezom pocevsi iz 4-klor-3-nitrobenzonitrila 1 koji reakcijom
potpomognutom mikrovalovima u acetonitrilu i metilaminu daje 4-(N-metilamino)-3-
nitrobenzonitril 2; Redukcijom spoja 2 s kositar-kloridom dihidratom nastaje 3-amino-4-(N-
metilamino)benzonitril 3 koji u reakciji s bromovim cijanidom u acetonitrilu i metanolu daje

2-amino-5-cijano-N-metilbenzimidazol 4.

® Produkti 9 i 10 priredeni su reakcijom 2-amino-5-cijano-N-metilbenzimidazola 4 i

odgovarajuc¢ih benzaldehida 5-7.
® Struktura svih spojeva potvrdena je *H NMR i 13C NMR spektrima.

® 7a priredene spojeve provedena je spektroskopska UV/Vid karakterizacija u otapalima

razliCite polarnosti.

® Mogucnost primjene spojeva 9 i 10 kao senzora za detekciju metalnih kationa u otopinama
ispitana je UV/Vid titracijama vodenih otopina spojeva s vodenim otopinama metalnih soli
CuCly, ZnCl2 i CoCl..

® |spitana je promjena spektroskopskih svojstava spojeva 9 i 10 ovisno o vrijednosti pH
otopine koriStenjem UV/Vid spektroskopije kako bi se ispitala njihova moguénost primjene

kao pH senzora.

® Na temelju dobivenih spektara moze se zakljuciti da se najvece spektroskopske promjene kod

oba spoja javljaju u jako kiselom (pH = 1,12) te u jako luznatom mediju (pH = 12,35).
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7. PRILOZI
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Prilog 1. *H NMR spektar 4-(N-metilamino)-3-nitrobenzonitrila 2
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Prilog 2. 3C NMR spektar 4-(N-metilamino)-3-nitrobenzonitrila 2
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Prilog 3. 'H NMR spektar 3-amino-4-(N-metilamino)benzonitrila 3
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Prilog 4. 3C NMR spektar 3-amino-4-(N-metilamino)benzonitrila 3
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Prilog 5. 'H NMR 2-amino-5-cijano-N-metilbenzimidazola 4
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Prilog 6. *C NMR 2-amino-5-cijano-N-metilbenzimidazola 4
X 0w 2 8K R ™
5 g g SEER . 2
[ (|
|1 |
: |
1‘60 1‘50 1‘40 1‘30 1‘20 1‘10 1‘00 5;0 5;0 7‘0 éO 5;0 “‘00 3‘0 2‘0 1‘0

56



Prilog 7. *H NMR spektar E-2-[(4-(N,N-dimetillamino)benzilidin)amino]-1-metil-1H-
benzo[d]imidazol-5-karbonitrila 9
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Prilog 8. $3C NMR spektar E-2-[(4-(N,N-dimetillamino)benzilidin)amino]-1-metil-1H-
benzo[d]imidazol-5-karbonitrila 9

o @ o o © @umo o N

2 & o 83 R 2K 8F 9o [N

3 o ¥ Zg o wWddg S-S f s

©o n 2] <+ ™ ™ NN NN — o =]

S 208 T2 8 d98d ©o S Q
[ I I NS N\

T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30

57



Prilog 9. *H NMR spektar E-2-[(4-(N,N-dietilamino)benzilidin)amino]-1-metil-1H-

benzo[d]imidazol-5-karbonitrila 10
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Prilog 10. 3C NMR spektar E-2-[(4-(N,N-dietilamino)benzilidin)amino]-1-metil-1H-

benzo[d]imidazol-5-karbonitrila 10
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