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SAZETAK

Klju€ne rijeci: samonakupljanje (agregacija), amfifilne molekule, dinamicko

rasprsenje svjetlosti, povrsinska napetost, vezikule, stabilnost

Samonakupljanje molekula spontan je proces gdje je nastajanje
supramolekularnih struktura rezultat djelovanja slabih nekovalentnih
interakcija. Posljednjih godina se sve viSe pojavljuju studije usredotocene na
interakcije sintetiziranih azo boja s razlicitim vrstama povrsinski aktivnih tvari,
za koje promjene u UV-VIS spektru ukazuju na ostvarivanje medumolekulskih
interakcija koje dovode do stvaranja agregata. Medu njima veliku paznju
zauzimaju amfifilne boje koje djeluju kao kiselinsko-bazni indikatori, a
primjenu pronalaze ne samo u industrijskim procesima, vec i u biomedicinskim

istrazivanjima kao potencionalni agensi u prijenosu lijekova.

U ovom radu sintetizirani su amfifilni derivati indikatora metil crveno,
supstitucijom alkilnog lanca sa 6 i 12 C atoma. Optimiziran je sintetski put
promjenom parametara reakcije kao i otapala pri prociS¢avanju te su istrazena
svojstva novih spojeva u vodenom mediju u odnosu na koncentraciju i pH.
Fotofizikalna svojstva spojeva i njihovih agregata u vodenom mediju istrazena
su mjerenjem UV-VIS spektara, a proces samonakupljanja tehnikama
dinamickog rasprsSenja svijetlosti i tenziometrije s viseCom kapi. Potencijalna
primjena novih spojeva ispitana je eksperimentom vezanja na povrsinu

hidrofobiziranog stakalca.

Pomaci u apsorpcijskim spektrima ukazali su na prisuthost agregata u
vodenome mediju kao i nepostojanje ovisnosti apsorpcije o pH pripremljenih
suspenzija. Mjerenjem veliCine agregata i usporedbom vrijednosti

hidrodinamickih promjera uoceno je da sintetizirani spojevi agregiraju u



vezikule cija velicina ne ovisi znacajno o koncentraciji. Takoder veli¢ine
vezikula izmjerene unutar duljeg vremenskog perioda ukazuju na razliku u
njihovoj stabilnosti, pri ¢emu vezikule sacinjene od spoja s kra¢im lancem,
pokazuju uspostavu termodinamicke ravnoteze u kraéem vremenskom
periodu. Mjerenjem povrsinske napetosti i potenciometrijskom titracijom,
utvrden je neionski karakter sintetiziranih spojeva, koji nikako (spoj 1) ili
minimalno (spoj 2) smanjuju povrsinsku napetost na granici faza voda/zrak.
Rezultati potenciometrijske titracije, kao i UV/VIS spektrofotometrije, pobijaju
hipotezu da bi novi derivati mogli djelovati kao pH indikatori. Ipak, sintetizirani
spojevi pojacano se vezu na hidorofobno staklo u odnosu na metil crveno, sto
pokazuje smjer za razvoj sli¢nih spojeva s moguc¢om primjenom u podrucju

funkcionalnih povrsina.



SUMMARY

Keywords: self-assembly (aggregation), amphiphilic molecules, dynamic

light scattering, surface tension, vesicles, stability

Self-assembly of molecules is a spontaneous process where the formation of
supramolecular structures is the result of weak non-covalent interactions. In
recent years, there has been an increase in the number of studies focusing on
the interactions of synthesized azo dyes with different types of surfactants,
for which changes in the UV-VIS spectrum indicate the existence of
intermolecular interactions that lead to the formation of supramolecular
assemblies (aggregates). Among those previously mentioned, amphiphilic
dyes that act as acid-base indicators are quite prominent while their
application is found not only in industrial processes, but also in biomedical

research as potential agents in the transfer of drugs.

In this work, amphiphilic derivatives of the methyl red indicator were
synthesized by substitution of the alkyl chain with 6 and 12 C atoms. The
synthetic route was optimized by changing the parameters of the reaction and
the solvent used in the purification. The properties of the new compounds
were also tested in the aqueous medium with respect to concentration and
pH. The photophysical properties of the compounds were investigated by
measuring the UV-VIS spectrum, while the process of self-assembly was
characterized by dynamic light scattering technique and pendant drop
tensiometry. Potential applications of new compounds were tested by their

binding at the surface of hydrophobized glass slides.

Shifts in the absorption spectra indicated the presence of aggregates in the

aqueous solution, as well as the lack of pH-dependence of absorption by the



prepared suspensions. By measuring the size of the aggregates and
comparing the values of their hydrodynamic diameters, it was evidenced that
the synthesized compounds aggregate into vesicles whose size does not
significantly depend on the concentration. The size of the vesicles formed by
the two synthesized compounds, measured within a prolonged time period,
point to a difference in the stability, whereby the vesicles formed by the
compound with a shorter hydrocarbon chain, exhibit an establishment of a
thermodynamic equilibrium in a shorter period of time. From the surface
tension and potentiometric titration measurements, a non-ionic character of
the compounds was established, whereby these compounds only minimally
(compound 2) or not at all (compound 1) reduce the surface tension at the
air/water interface. The results of the potentiometric titration and the UV/VIS
spectrophotometry denounce the hypothesis that the new derivatives could
act as pH indicators. Nevertheless, the observed increased binding of these
compounds at the surface of hydrophobized glass, point to the perspective of
development of similar compounds with an application in the field of functional

surfaces.
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1. Uvod

Samonakupljanje (eng. self-assembly) obuhvaca procese u kojima
dolazi do spontanog organiziranja, odnosno agregacije molekula u
termodinamicki stabilne strukture, kao posljedica djelovanja
medumolekulskih nekovalentnih interakcija. Sam proces zapravo proizlazi iz
slozene ravnoteze izmedu Van der Waalsovih i elektrostatskih interakcija
medu molekulama agregata, (de)solvatacije te entropijskog doprinosa kao
posljedice nastajanja organiziranih struktura [1,2]. Samonakupljanje
molekula u vece strukture privlaci sve viSe paznje te svoju primjenu pronalazi
ponajvise u podrucju nanotehnologije. Poseban primjer je u mikroelektronici
gdje se polimeri i blok kopolimeri, zahvaljuju¢i procesu samonakupljanja,
koriste u izradi mikrocipova, ali i ostalih materijala poput senzora, solarnih

celija i sl. [3].

1.1. Amfifilne molekule u procesu samonakupljanja

Pojam amfifil je atribut koji potjeCe od dvije grcke rijeCi, amphis i philia
Sto bi zajedno znacilo ,voljeti oboje", odnosno mogli bi prevesti i kao , imati
afinitita za oboje". To bi se oclitovalo u tome da takve molekule imaju
istovremeno naklonost prema polarnom otapalu (npr. vodi) kao i nepolarnom
(npr. ulju). Amfifilne molekule dovedene u vodenu otopinu adsorbiraju se na
tzv. medupovrsSinama (eng. interfaces) zbog Cega se i nazivaju povrsinskim
aktivnim tvarima, tenzioaktivima ili surfaktantima. Primjeri amfifila su lipidi,
blok kopolimeri, kolesterol i mnogi drugi [4-6]. Kao pokretacka snaga
amfifilnih samosastavljajudih sustava zasluzan je hidrofobni ucinak zbog kojeg
nepolarne molekule tvore agregate u vodi. Zbog prisutnosti brojnih
medumolekularnih interakcija uklju¢enih u proces samonakupljanja, jos uvijek

nedostaje potpuno razumijevanje ovog fenomena. Kad nepolarna molekula



dode u kontakt s molekulama vode, oko nje se mora stvoriti ,Supljina® koja
¢e prihvatiti nepolarnu molekulu (Slika 1.). Bududi da nepolarne molekule ne
mogu formirati vodikove veze, stvaranje Supljine zahtijeva ili kidanje
vodikovih veza ili preuredenje molekula vode na nacin da se rasporede oko
prisutnih tvari u otopini ¢ime postaju jos vise uredenije, Sto je onda entropijski
nepovoljno. Kada je prisutno mnogo molekula amfifila, koje se ne otapaju u
vodi vec im je povoljnije stanje u hidratiziranim nakupinama, gubitak entropije
mijeSanja postaje prevelik te je povoljniji proces kidanje vodikovih veza medu
molekulama vode i stvaranja Supljina za smjestaj velikog broja nepolarnih
molekula, odnosno stvaranja njihovih agregata. Takav proces uzrokuje veliko

privlacenje nepolarnih molekula, a zapravo je rezultat hidrofobnih interakcija.
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Slika 1. Ilustracija formiranja Supljine i umetanja povrsinskih aktivnih tvari (amfifilnih
molekula), kao rezultat djelovanja hidrofobnog ucinka. Slika preuzeta iz [7].

S obzirom da amfifilne molekule sadrze i hidrofilni (glava) i hidrofobni
(ugljikovodi¢ni lanac) dio, zbog hidrofobnog ucinka formiraju razli¢ite
strukture (agregate), koji minimiziraju kontakt izmedu hidrofobnog dijela
amfifila i molekula vode, a u sluaju ionskih surfaktanata, u njima je
~optimizirano™ odbijanje izmedu hidrofilnih glava. Za proces samonakupljanja
i stvaranja agregata zasluzne su sile koje djeluju uglavnom na granici izmedu
povrsinskih aktivnih tvari i vode, a osim hidrofobnog ucinka, zasluzne su i
odbojne interakcije kao posljedica elektrostatskih ili steri¢kih odbijanja izmedu
hidrofilnih skupina (glava) i potrebe da one ostanu u kontaktu s molekulama
vode [7,8]. Slabost uklju¢enih interakcija c¢ini strukture fleksibilnima

omogucavaju¢i sustavu da izdrzi manje perturbacije uz ocuvanje
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reverzibilnosti samonakupljenih agregata. Glavne nekovalentne interakcije i
njihove energije koje djeluju u procesu samonakupljanja prikazane su u Tablici
1. [6].

Tablica 1. Jacina glavnih nekovalentnih interakcija uklju¢enih u proces samonakupljanja
amfifilnih molekula.

Vrsta interakcija kJ/mol
Kovalentna veza 100 - 400
Ion-ion/ion-dipol/dipol-dipol 200-300/50-200/5-50
Vodikova veza 4-120
Kation-n(1) interakcija 5-80
-1 interakcija 0-50
Van der Waals-ova interakcija <5
Hidrofobni ucinak entropija
Metal-ligand 0 -400

S obzirom da se amfifili sastoje od dva dijela, hidrofobnog repa, odnosno
zasi¢enog ili nezasi¢enog ugljikovodi¢nog lanca, i hidrofilne (polarne) glave
koja moze biti ionska ili neionska, razlikujemo vise vrsta amfifilnih molekula.
U ionske pripadaju kationski i anionski, od kojih se anionski naj¢esce koriste
kao deterdzenti i sapuni, a sadrze negativho nabijenu glavu s pozitivho
nabijenim protuionom (najcesée natrijev, kalijev ili amonijev ion). Anionske
polarne glave najcesSce su karboksilati, sulfati, sulfonati i fosfati. Postoje i
zwitterionski amfifili ¢ije glave pri neutralnom pH imaju i pozitivni i negativan
naboj te se mogu ponasati kao anioni pri visokom pH, ili kationi pri niskom
pH. S druge strane, mogudi su i neionski surfaktanti koji nemaju nabijene
glave, vec sadrze hidrofilne skupine povezane hidrofobnim alkilnim lancem.
Polarnost i veli¢ina glave reguliraju topljivost u vodi i povrSinsku aktivnost.
Jedna od karakteristika neionskih surfaktanata je da pH otopine ne utjece

bitno na njihovu povrsinsku aktivnost [6].



1.2. Cimbenici pakiranja i morfologija agregata

Udruzivanje amfifila stvara razliCite strukture u vodenim otopinama te
se mogu transformirati iz jedne strukture u drugu, promjenom uvjeta u otopini
kao Sto su koncentracija, pH ili temperatura. Pri vrlo niskim koncentracijama
formira se monosloj na granici faza voda-zrak. Iznad odredene koncentracije,
odnosno kriticne koncentracije agregacije, moguce je formiranje razlicitih
oblika agregata, kao Sto su Stapici, sfere, micele, dvosloji i vezikule [8]. Oblik
i velicina micelarnih agregata ovisi o obliku molekula surfaktanta koji je
moguce izraziti preko parametra pakiranja (PP, formula na Slici 2. desno, gdje
je v efektivni volumen kojeg zauzimaju hidrofobni ugljikovodicni lanci u jezgri
agregata, ap je povrsina hidrofilne glave na povrsini agregat-otopina, a /¢ je
duljina hidrofobnih repova). Kako se povecava vrijednost PP, tako se mijenja
i uvjet pakiranja u agregatima, koji je za sfernu micelu PP < 1/3, cilindri¢nu
micelu 1/3 < PP < 1/2, lamelu PP = 1. Za parametre u kojima je Cpp > 1
mogucdi su inverzni micelarni oblici (Slika 2., desno). Uz postivanje uvjeta
pakiranja, u termodinamickoj ravnotezi, stvoreni agregati poprimaju strukturu

i veli¢inu za koju disperzija amfifila ima Gibbsovu energiju [4,9].
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Slika 2. Prikaz gradacije preferiranih struktura s povecanjem parametra pakiranja (PP) od
sferi¢nih micela, preko nesferic¢nih, cilindricnih, medusobno povezanih struktura, pa sve do
vezikula i dvosloja kao i obrnutih micela. Slika preuzeta i izmijenjena prema [9].



1.2.1. Kriticna koncentracija micelizacije (CMC)

U procesu samonakupljanja, kritiCha koncentracija micelizacije (CMC)
koristi se kao termodinamicki parametar procesa micelizacije i stvaranja
micela te ostalih oblika agregata u otopinama. Ona oznacava koncentraciju pri
kojoj daljnje dodavanje molekula surfaktanta u otapalo dovodi do njihovog
ugradivanja u micele (agregate) konacne veliCine, dok koncentracija
otopljenog surfaktanta ostaje nepromijenjena. Dakle pri konc. ukupno
dodanog surfaktanta vecoj od CMC, konc. otopljenog surfaktanta iznosi CMC.
Kod eksperimentalnog odredivanja CMC vrijednosti najceSce se koristi tehnika
mjerenja povrsSinske napetosti, zatim mjerenje elektricne vodljivosti (za
ionske surfaktante), i topljivosti (za spojeve s niskom topljivosti u vodi), ali i
ostale prikazane na Slici 3. CMC se odreduje kao tocka sjeciSta dvaju pravaca
interpoliranih iz eksperimentalnih podataka pri visokim i niskim
koncentracijama amfifila. Osim Sto ovisi o vanjskim cimbenicima (pH,
temperatura, tlak) ovisi i o kemijskoj strukturi surfaktanta pa se tako CMC
smanjuje s povecanjem duljine ugljikovodi¢nog lanca, odnosno CMC
vrijednost pada za faktor 2-3 za svaku dodanu CH: skupinu u lanac
surfaktanta [7,9].

osmotski tlak

solubilizacija
magnetska
rezonancija

mutnoc¢a

povrsinska napetost

vodljivost

samodifuzija

koncentracija

Slika 3. Shematski prikaz ovisnosti o koncentraciji nekih fizikalnih svojstava za otopine
amfifila koji stvaraju micele u kriticnoj koncentraciji micelizacije (CMC). Slika preuzeta i
izmijenjena prema [6].



1.2.2. Dvosloji i vezikule

Strukture koje nastaju kao rezultat samonakupljanja dva molekularna
sloja amfifilnih molekula, nazivaju se dvosloj. U vodenom mediju, nepolarni
dijelovi amfifilnih molekula usmjereni su jedni prema drugima. Takoder se
mogu zatvarati u sfernu geometriju, ¢ime nastaju vezikule koje se po velicini
mogu razvrstati u dvije skupine: unilamelarne vezikule, radijusa do stotinjak
nanometara, i multilamelarne vezikule, sastavljene od viSe dvosloja odvojenih
molekulama vode, radijusa do nekoliko tisu¢a nanometara [4]. Odbojne
interakcije kljucan su uvijet za stabilnu formulaciju gdje se stabilnost vezikula
i liposoma (sferi¢nih vezikula sastavljenih od lipidnog dvosloja) poboljSava
povecanjem gustoce povrsinskog naboja i smanjenjem ionske jakosti.
Raznolikost u strukturi vezikula izdvaja ih kao potencijalne nosace za Sirok

spektar terapijskih agensa [10].

1.3. Mjerenje veli¢ine agregata

Za fizikalno-kemijsku karakterizaciju agregata nastalih
samonakupljanjem amfifilnih molekula unutar koloidne suspenzije, osim
njihovog oblika i strukture vazno je i odredivanje veliCine, odnosno raspodjele
po veli¢inama, nastalih nakupina. Postoje brojne tehnike koje nalaze primjenu
u odredivanju, ne samo veliCine stvorenih nanocestica, ve¢ i njihove strukture
i uredenja u vodenim otopinama, kao Sto su dinamicko rasprSenje svjetlosti
(DLS), skeniraju¢a elektronska mikrospkopija (SEM), transmisijska
elektronska mikroskopija (TEM) kao i mikroskopija atomske sile (eng. Atomic
force microscopy, AFM) [11]. Tehnika koriStena u ovom radu je dinamicko

rasprsenje svjetlosti.



Dinamicko rasprsenje svjetlosti (DLS, joS se naziva i fotonska
korelacijska spektroskopija PCS) temelji se na kvazi-elastichom rasprsenju
svjetlosti (QUELS), a koristi se u svrhu odredivanja veli¢ine nanocestica u
polimernoj otopini koloidne suspenzije. Tom tehnikom moguce je odrediti
hidrodinamicku velic¢inu Cestica na temelju fluktuacije intenziteta svjetlosti
lasera, nakon rasprsenja na cesticama koloidne suspenzije. Prednost DLS-a je
u tome Sto se veliCina Cestica moze odrediti od nekoliko pm pa sve do nekoliko
nm, na brz i jednostavan nacin. Mjerenje se vrsi pri kutu rasprsenja od 90
stupnjeva, odnosno pod tim kutom je smjesten detektor u odnosu na upadnu

svjetlost.

Uzorak

Laser

Upadno |

svjetlo
Rasprseno
svjetlo
] Korelator

Detektor

Slika 4. Prikaz principa rada uredaja za dinamicko rasprsenje svjetlosti. Slika preuzeta i

izmijenjena prema [12].

Cestice unutar koloidne suspenzije gibaju se nasumiéno, tj. difuzijski te
je to gibanje karakterizirano difuzijskim koeficijentom D. Bududéi da se male
cestice nasumicno gibaju unutar tekucéine (Brownovo gibanje Ccestica),
udaljenost kojom rasprseni valovi putuju do detektora varira kao funkcija
vremena. Rasprseni valovi mogu interferirati konstruktivno ili destruktivno

ovisno o udaljenosti prijedenoj do detektora. Rezultat je prosjecni intenzitet



sa superponiranim fluktuacijama. Vrijeme slabljenja fluktuacija povezano je s

koeficijentom difuzije D:

_ Tc, __ 4msin(6/2)
D - / q - l/n (1)

gdje je g duljina vektora rasprSenja, t. korelacijsko vrijeme (izracunato iz
autokorelacijske funkcije), 6 kut rasprSenja, a A valna duljina laserske
svjetlosti. Za sferne cCestice, difuzijski koeficijent je povezan s njihovim

polumjerom preko Stokes Einsteinove jednadzbe:

D=L (2)

3nnd

u kojoj je k je Boltzmanova konstanta, T je temperatura, n je dinamicki
viskozitet otapala, a d hidrodinamicki polumjer cestica prisutnih u otopini.
Nasumicno kretanje Cestica u otopini dovodi do fluktuacije u vremenskoj
ovisnosti intenziteta rasprsene svjetlosti. Fluktuirajuéi signal obraduje se
izradom autokorelacijske funkcije, prikazane u Slici 5 desno. Porastom
vremena kasnjenja signala, korelacija se gubi te za monodisperzni sustav
dispergiranih cestica, funkcija eksponencijalno trne prema kvadratu

prosjeCnog intenziteta (konstanta).

»

Is(q.t)
A A\p \
<Is(q>>f-‘z-\-r-/ -4} \m\/

> >
> >

I I+2 Vrijeme Vrijeme ka$njenija T

Slika 5. Lijevo: RasprsSeni intenzitet mjeren u vremenu, prikazuje tipicne fluktuacije zbog
gibanja rasprsenih Cestica u otopini. Desno: funkcija autokorelacije intenziteta iscrtana kao
funkcija vremena kasnjenja, 7. Slika preuzeta i izmijenjena prema [13].



Kao rezultat mjerenja, dobivena raspodjela veliCina moze biti utegnuta prema
intenzitetu, a uz pretpostavku unimodalne raspodjele, moze biti preracunata
u raspodjelu utegnutu prema broju ili volumenu cestica [13]. U ovom radu

uzete su raspodjele hidrodinamic¢kog promjera utegnute prema broju Cestica.

1.4. Efekt amfifila na povrsinsku napetost

Povrsinska napetost na granici faza otapalo-zrak nastaje kao posljedica
reducirane kohezijske sile medu molekulama otapala na povrsSini. Molekule
otopljenih surfaktanata smanjuju povrsSinsku napetost otapalo/zrak na nacin
da particioniraju (vezu se) na povrsini, ¢ime se smanjuje Gibbsova energija
sustava. Osim povecanja koncentracije otopljenih surfaktanta, na smanjenje
povrSinske napetosti utjecaj ima i razlika polarnosti izmedu hidrofobnog i
hidrofilnog dijela molekule. Ukoliko je glava surfaktanta izrazito polarna,
povecanje ugljikovodicnog lanca (repa) rezultira povecanjem povrsinske
aktivnosti. Prema Traube-ovom pravilu je izrazen odnos hidrofobnog lanca i
povrSinske aktivnosti za vodene otopine surfaktanata, u kojem vrijedi da se
dodatak surfaktanta (izrazen kao razlika koncentracija) potreban za
ekvivalentno smanjenje povrsinske napetosti, trostruko smanjuje za svaku

dodanu metilnu skupinu unutar lanca [14,15].

Tenziometrija mjerenjem oblika vise¢e kapi. Odredivanje
povrsSinske napetosti pridonosi novim informacijama o kemijskom sastavu te
adsorpciji i desorpciji povrsinskih aktivnih tvari. Mjerenjem povrSinske
napetosti agregata u otopini moZe se odrediti i kriticha koncentracija
micelizacije, zbog C¢ega je to mjerenje koristeno i u ovom radu. Jedna od
tehnika za odredivanje povrSinske napetosti je mjerenje oblika visece kapi,

prikazano na Slici 6. Kap se formira na vrhu igle. Kamera snima njenu sliku te



se analiza oblik kapi, a izracun povrSinske napetosti na medupovrsini

kap/zrak, 7, temelji se na Young-Laplaceovoj jednadzbi:
Y (o +=) =4P = AP, — Apgz (3)

Gdje su R1 i R glavni polumjeri zakrivljenosti, AP=Pvan-Punut je Laplaceov
tlak, Apgz je hidrostatski tlak na visini z od donje granice visece kapi (vidi sl.
7). Numericko uklapanje teorijskog oblika kapi u oblik snimljen kamerom na
kraju rezultira mogucnoscu izracuna povrsinske napetosti iz jednadzbe (3).
Iako se Cini jednostavnim, uklapanje jednadzbe u eksperimentalnu sliku je
sloZzen postupak koji zahtjeva na samom pocetku izdvajanje profila kapi iz
eksperimentalne slike, a zatim i iterativno optimiziranje parametara Young-

Laplaceove jednadzbe [16]. Takav proces prikazan je na Slici 7.

a I Injekcija
I Igla
. Prijenos

T' podataka na
\ ]: Kap racunalo

Izvor Difuzor Fokusiranje Kamera
svjetlosti slike

Slika 6. (a) Osnovna eksperimentalna postavka za mjerenje povrSinske napetosti
metodom visece kapi; (b) tipicna slika vise¢e kapi snimljena kamerom. Slika preuzeta i
izmijenjena prema [16].

10



1
. FAEAN
"‘ :F; t‘"ﬁ
§ { \
{ }
: H f
: 11 i
'-_.. b "-. _"{
.. N --/-'
uu.-.ur_.. L
Snimljena slika kapi Rubne tocke Pocetna pretpostavka Konacno ,fitanje"
\u  Detekcija r/ \a Pogadanje / o Optimizacija /
ruba kapi oblika kapi oblika kapi

Slika 7. Shema procesa mjerenja povrsinske napetosti metodom visece kapi, od sirove
eksperimentalne slike do prilagodene (,fitane") slike iz koje se moze dobiti y. Slika preuzeta i
izmijenjena prema [16].

1.5. Amfifilne boje

Organske boje Cesto sadrze dva ili viSe aromatska prstena koja u sklopu
delokaliziranog elektronskog sustava s konjugiranim dvostrukim vezama
predstavljaju kromofore, koji induciraju obojenje otopine. U novije vrijeme,
interakcije boja sa povrsinskim aktivnim tvarima i polielektrolitima priviace
veliku pozornost u podruéju kemije, tekstilne industrije, kozmetike,
deterdzenata i obrade otpadnih voda ([17] i reference 1-8 u toj publikaciji).
Osim proucavanja interakcija, ¢esta su istrazivanja u kojima se pokazalo da
povrSinski aktivne tvari asociraju s molekulama boje u vodenoj otopini
prilikom Cega se opazaju spektralne promjene. Konkretno vezanje azo boja
na odredene surfaktante uzrokuje pomak apsorpcijskog maksimuma prema
kra¢im valnim duljinama. Takoder poznato je da neke azo boje spontano
agregiraju u vodenoj otopini surfaktanata Sto rezultira plavim pomakom

(pomak na manje valne duljine) [18].
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1.5.1. Azo boje

Boje se klasificiraju na temelju kromofora kojeg sadrze, a najveca
skupina bojila su azo boje koje karakterizira veza N=N. Ovisno o broju azo
skupina (-N=N-), azo boje se dijele na mono, diazo, triazo i poliazo spojeve.
Azo skupina moze biti vezana na aromatske prstenove, odnosno simetri¢ne
i/ili asimetricne alkilne ili arilne skupine. RazliCite nijanse iste boje imaju i

razli¢ite intenzitete, upravo zbog vezanih bocnih aromatskih skupina [19].

Azo boje kao sinteticka bojila imaju klju¢nu ulogu u industrijama kao Sto
su tekstilna industrija, industrija bojanja, tiskanja, kozmeticka industrija, kao
i proizvodnji papira i sl. [20]. Osim toga, mogu se smatrati i amfifilnim bojama
koje sudjeluju u procesu agregacije unutar vodene otopine, koji se povelava
pri povecanju koncentracije i ionske jakosti te smanjuje povecanjem
temperature. Sposobnost boje da stvara agregate povezivajuéi se sama sa
sobom ovisi, izmedu ostalog, o njezinoj sklonosti stvaranju hidrofobnih veza i
to bi se trebalo odraziti na razliku hidrofilnog/hidrofobnog unutar strukture.
Takoder se prilikom agregacije boje stvaraju strukture poput monomera,

dimera, trimera i sl. [2].

Za neke boje, prilikom stvaranja agregata mijenja se i apsorpcijski
spektar u odnosu na spektar monomera. Postoje J-agregati koje karakterizira
crveni pomak u odnosu na monomere (pomak na vece valne duljine), i H-

agregati koje karakterizira plavi pomak (hipsokromni pomak) [21].

1.5.2. Amfifilne boje kao pH indikatori

Kao primjer koristenja boja, kiselinsko-bazni indikatori mogu posluziti
kao univerzalni alat u ispitivanju raznovrsnih koloidnih agregata i

medupovrsina. Osim promjene boja ovisno o pH otopine, emisija svijetlosti
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flourescentnih indikatora cesto se koristi za pradenje svojstava micela.
Informacije dobivene njihovim koriStenjem zapravo ovise o samom polozaju
unutar agregata, gdje bi polozaj kiselog i bazi¢nog oblika indikatora trebao biti
slican [22]. Valja napomenuti da je osim promjene apsorpcijskih spektara,
nepravilna promjena pKa vrijednosti takoder rezultat ugradnje boje unutar
surfaktanta koja nastaje diferencijacijom Kkiselinske jakosti u micelarnoj
pseudofazi [23]. Postoje brojne publikacije u kojima su koristeni razliciti
amfifilni indikatori, kao npr. kumarinski indikatori s dugim hidrofobnim
ugljikovodic¢nim repom, zatim tzv. Reichardtova boja kao acidobazni indikator,
kao i N,N/-di-n-oktadecilrodamin [24,25].

1.5.3. Metil crveno

Jedna od azo boja je i pH indikator metil crveno (MR), odnosno 2-(4-
dimetilaminofenilazo)benzojeva Kkiselina, koji se koristi kao indikator u
volumetrijskim kiselinsko-baznim titracijama. U vodenim otopinama postoji
kao zwitterion s rezonantnom strukturom izmedu kiselog (HMR) i bazi¢nog
oblika (MR-), kao Sto je prikazano na Slici 8. Raspon pH vrijednosti u vodenoj
otopini pri kojem dolazi do promjene boje je 4,4 — 6,2. U kiselim uvjetima pri
nizem pH, otopina sa MR poprima crvenu boju, dok je u luznatom otopina zute
boje. Oba oblika snazno adsorbiraju u vidljivom podrudju, pa se tako
koncentracije MR- i HMR u otopinama mogu odrediti iz bazdarnih pravaca pri
valnoj duljini maksimalne apsorbance, koja se za MR- nalazi pri 425 nm , a
520 nm za HMR [26].
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Slika 8. UV vidljivi apsorpcijski spektri otopine metil crvenog izmjereni u bazi¢nim (pH=9)
i kiselim (pH=2) otopinama, kao i prikazanim kiselinskim i baznim oblicima koji odgovaraju

apsorpcijskim krivuljama. Slika preuzeta i izmijenjena prema [26].

Osim Sto se MR koristi kao indikator u kiselinsko-baznim titracijama,
primjenu pronalazi i u kvantitativnom testu za mjerenje koliine stvorene
kiseline od strane razliCitih vrsta bakterija, tzv. test metil crveno. Koristi se
za otkrivanje sposobnosti organizma da proizvodi i odrzava krajnje kisele
produkte fermentacije glukoze te je time koristan u diferencijaciji izmedu
¢lanova Enterobacteriaceae. Svi Clanovi Enterobacteriaceae mogu pretvoriti
glukozu u pirogrozdanu kiselinu, koja se onda poslije moZe joS dodatno
metabolizirati. Organizmi koji ju metaboliziraju, proizvodit ¢e vise kiselih
krajnjih proizvoda, kao Sto su mlijecna kiselina i octena kiselina, te ¢e time
odrzavati i kiseli okolis. Kiseli pH izazvat ¢e pozitivan rezultat testa metil
crveno, te ¢e se zadrzati crvena boja u mediju. S druge strane, neki organizmi
mogu metabolizirati pirogrozdanu kiselinu putem butilen glikola i proizvesti

neutralne produkte, koji podizu kulturu na neutralni pH, a u konacnici
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rezultirat ¢e se negativhim testom, odnosno zadrzat ¢e se Zuta boja nakon
dodavanja MR [27].
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2. Tema, cilj i zadaci istrazivanja

Tema diplomskog rada je istrazivanje agregacijskih svojstava amfifilnih
derivata azo boje metil crveno te njihovog utjecaja na apsorpciju
elektromagnetskog zracenja. Sukladno tome, cilj rada je sintetizirati spojeve
koji u vodenoj otopini stvaraju agregate te ih fizikalno-kemijski
okarakterizirati koristenjem razliCitih tehnika, promatranjem utjecaja pH,
koncentracije na povrsinsku napetost, te veli¢inu stvorenih agregata. Osim
toga, tema diplomskog rada obuhvaca i mogucénost stvaranja spojeva koji bi
stvarali agregate, ali i potencijalno djelovali kao pH indikatori. Diplomski rad
bavit ¢e se i analizom optimalnih tehnika u njihovoj karakterizaciji i

dokazivanju.

Ciljevi diplomskog rada bit ¢e ostvareni kroz nekoliko eksperimentalnih

zadataka:

1) Sinteza amfifilnih derivata spoja metil crveno, nukleofilnom
supstitucijom haloalkana na karboksilnoj skupini i potvrda kemijske

strukture.

2) Usporedba metoda koje mogu biti koriStene za odredivanje topljivosti
sintetiziranih spojeva: mjerenje ovisnosti povrSinske napetosti o
koncentraciji spojeva, spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije u
binarnom sustavu otapala oktanol/voda te turbidimetrija (dinamicko
rasprSenje svijetlosti). Mjerenja ¢e biti izvrSena pri variranim pH

vrijednostima.

3) Mjerenje spektara u UV-VIS podrucju elektromagnetskog zracenja, u

ovisnosti o koncentraciji i pH.
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4) Eksperimentalno odredivanje ovisnosti velicine nanocestica
sintetiziranih spojeva, o koncentraciji spojeva u otopini i njihovoj pH

vrijednosti.

5) Usporedba vezanja sintetiziranih spojeva i Cistog metil crvenog na

silanizirana pokrovna stakalca.
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3. Materijali i metode

3.1. Kemikalije i reagensi

Sve kemikalije i reagensi koristeni su bez prethodnog procis¢avanja:
metil crveno (Sigma-Aldrich Co, SAD), cezijev karbonat (Sigma-Aldrich Co,
SAD), 1-jodheksan, 1-jodododekan (Sigma-Aldrich Co, SAD).

Otapala koriStena u kemijskim reakcijama i procis¢avanjima su: N,N-
dimetilformamid (Acros Organics, Belgija), diklormetan i heksan (BDH Prolabo
Chemicals, UK), a u spektroskopskim mjerenjima koristen je metanol, HPLC
¢isto¢e (BDH Prolabo Chemicals, UK).

Tijekom trajanja reakcije sinteze novih derivata, radi provjere tijeka
reakcije koriStene su TLC plocice presvucene silika gelom (0,20 mm silica gel
60 A s fluorescentnim indikatorom UVas, Macherey-Nagel, Njemacka), kao i
UV-lampa valnih duljina 254 i 356 nm. Za prociS¢avanje i izolaciju konacnih
produkata, koritena je kolonska kromatografija sa silika gelom (Silica 60 A,
0,04-0,06 mm, Macherey-Nagel, Njemacka) i diklormetanom te heksanom

kao eluensima.

Tijekom pripreme razrjedenja sintetiziranih derivata, pH vrijednosti
mjerene su pH metrom (Metrohm 799 GPT Titrino) prethodno kalibriranim
puferima za kalibraciju (4.01, 7.00, 9.21, Hamilton Bonaduz AG, évicarska),
a pH vrijednosti mijenjane su koristenjem vodene otopine klorovodicne
kiseline i kalijeva hidroksida (BDH Prolabo Chemicals, UK). Zeljena ionska
jakost dobivena je dodavanjem otopine Kkalijeva klorida (BDH Prolabo
Chemicals, UK).

Prilikom ciS¢enja stakalca za silanizaciju, koristeni su: metanol (99,8%),

klorovodicna kiselina (37%), te konc. sulfatna kiselina (95%) (BDH Prolabo
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Chemicals, UK). Stakalca su silanizirana trimetoksi(oktadecil)silanom (Sigma-
Aldrich Co, SAD) u 99,8 % etanolu (GmbH, Hrvatska).

3.2. Metode

3.2.1. Metode spektroskopije

NMR spektroskopija: 'H i 13C NMR spektri snimljeni su u Laboratoriju
za spektroskopiju NMR, na Kemijskom odsjeku Prirodoslovno-matematickog
fakulteta u Zagrebu koristeéi spektrometar visoke rezolucije od 600 MHz. Kao

otapalo za snimanje koristen je deuterirani kloroform.

UV-Vis spektrofotometrija: UV-Vis spektri snimljeni su u plasti¢nim
kivetama (0,5 i 1 cm, BRAND GMBH, Njemacka) pomocu spektrofotometra
Agilent Cary 60 UV-Vis (SAD) u valnom podrucju apsorpcije od 300 do 800

nm. Uzorci su mjereni pri razli¢itim koncentracijama i pH vrijednostima.

FTIR-ATR spektrometrija: Infracrveni spektri snimljeni su pomocu
Agilent Cary 630 FT-IR spektrometra s ATR ( = prigusena totalna refleksija )
dodatkom.
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3.3. Sinteza spojeva

3.3.1. (E)-Heksil-2-(N, N-dimetil-4-
aminofenil)azobenzenkarboksilat

19 18 cH

20

N

CH

15 16
21

Molekulska formula: C21H27N30:2
Molekulska masa: 353,456 g/mol

Derivat metil crveno (kasnije spoj 1) sintetiziran je metodom prema
protokolu kojeg su Rokitskaya i suradnici koristili, sa dodatnim modifikacijama
[28]. Otopini metil crveno (310 mg, 1,15 mmol) u 2,5 ml N,N-
dimetilformamida (DMF) dodana je vodena otopina cezijevog karbonata (0,3
ml, 1 M). Reakcijska smjesa grijana je na 100 °C i mijeSana u vodenoj kupelji
do kljucanja te je ohladena na sobnoj temperaturi i otapalo je uklonjeno in
vacuo. Zaostali produkt susi se u eksikatoru preko nodi i koristi bez daljnjeg

prociS¢avanja.

Smjesa cezijeve soli metil crvenog (1,15 mmol, 1 ekv.) i 1-jodheksana
(338 L, 486 mg, 2,29 mmol, 2 ekv.) otopljena je u 5 ml DMF-a. Reakcijska
smjesa grijana je na 60 °C i mijeSana 5 sati u vodenoj kupelji te je ostavljena
na sobnoj temperaturi do sljedeceg dana. Nakon provjere dobivenog produkta
tankoslojnom kromatografijom, otapalo je uklonjeno in vacuo i produkt je

prociS¢en kolonskom kromatografijom sa silika gelom uz diklormetan kao
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eluens. Iz dobivene frakcije, uklonjeno je otapalo i izoliran je uljasti produkt,

spoj 1, tamno crvene boje (148,8 mg, 37 %).

IH NMR (600 MHz, CDCl3): 8/ppm 0,83 (t, J = 7,20 Hz, 3H, 1CHs); 1,20 - 1,23
(m, 4H, 23CHz); 1,29 - 1,34 (m, 2H, “CHz); 1,63 - 1,67 (q, J = 6,60 Hz, 2H,
5CH.); 3,05 (s, 6H, 2021CH3); 4,28 - 4,30 (t, J = 6,60 Hz, 2H, 5CHz); 6,71 -
6,72 (d, J = 9,00 Hz, 2H, 16:18CH); 7,36 - 7,38 (dt, J = 7,80 Hz, J = 1,20 Hz,
1H, 1°CH); 7,50 - 7,53 (dt, J = 7,80 Hz, J = 1,20 Hz, 1H, 11CH); 7,58 - 7,60
(d, J = 7,80 Hz, 1H, 12CH); 7,74 - 7,76 (d, J = 7,80 Hz, 1H, °CH): 7,85 - 7,86
(d, J = 9,00 Hz, 2H, 1519CH).

13C NMR (150 MHz, CDCls): &/ppm 14,0 (1CHs); 22,5 (2CHz); 25,7 (“CHa);
28,7 (°CHz); 31,4 (3CHz); 40,2 (?021CHz); 65,5 (6CHz); 111,3 (1618CH); 119,1
(12CH); 128,4 ({519CH); 129,4 (8C); 129,5 (101ICH); 131,5 (°CH); 143,7
(14CN); 152,5 (13CN); 152,6 (17CN); 168,4 (7COO).

UV-Vis (MeOH): Amax/nm = 418, log € = 1,28
FTIR-ATR: Vmax/cm™: 2860, 2935 (1-°C-H istezanje); 1725 (“C=0 istezanje);
1598, 1366 (C=C istezanje, aromatski); 1516, 1448 (N=N); 1247 (13.141/C-N

istezanje); 1142, 1120 (%92!C-N istezanje); 1075 (’C-O istezanje). (Dodatni
materijali, Slika 2.)

3.3.2. (E)-Dodecil-2-(N, N-dimetil-4-
aminofenil)azobenzenkarboksilat
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Molekulska formula: Cz7H39N30;?
Molekulska masa: 395,582 g/mol

Drugi derivat boje metil crveno (kasnije spoj 2) sintetiziran je po
jednakom protokolu kao i za spoj 1, ali sa dodatnim promjenama u drugom
dijelu sinteze. Nakon dobivene cezijeve soli metil crvenog, dodan je 1-
jodododekan (232 uL, 279 mg, 1,035 mmol, 0,90 ekv.) te je smjesa otopljena
u 5 ml DMF-a, grijana na 60 °C i mijeSana 7 sati u vodenoj kupelji. Reakcijska
smjesa je tada ostavljena do sljedec¢eg dana na sobnoj temperaturi. Nakon
provjere tankoslojnom kromatografijom, uklonjeno je otapalo pomocu
rotacijskog uparivaca i produkt je procis¢en dvjema kolonskim
kromatografijama sa silika gelom. Jedna kolona uz DCM kao eluens, a druga
uz heksan i DCM u omjeru od 40 : 60 (%). Iz dobivenih frakcija izoliran je

uljasti produkt crvene boje, spoj 2 (185,4 mg, 41 %).

IH NMR (600 MHz, CDCl3): 5/ppm 0,88 (t, J = 7,00 Hz, 3H, 1CH3); 1,20 - 1,33
(m, 16H, 219CHy); 1,62 - 1,67 (m, J = 6,60 Hz, 2H, 11CHz); 3,09 (s, 6H,
2627CHs); 4,27 - 4,30 (t, J = 6,70 Hz, 2H, 12CHz); 6,72 - 6,75 (d, Hz, 2H,
22,24CH)y; 7,37 - 7,39 (dt, J = 7,50 Hz, J = 1,30 Hz, 1H, 16CH); 7,52 - 7,54 (dt,
J=7,70 Hz, J = 1,40 Hz, 1H, 17CH); 7,58 - 7,60 (dd, J = 8,10 Hz, J = 1,30
Hz, 1H, 18CH); 7,74 - 7,76 (dd, J = 7,70 Hz, J = 1,40 Hz, 1H, 15CH); 7,84 -
7,87 (m, Hz, 2H, 2L.25CH).

13C NMR (150 MHz, CDCl3): 8/ppm 14,1 ({CHs); 22,7 (3CHz); 26,1 (1°CH.);
28,8 (11CH2); 29,3 - 29,7 (*°CH:); 31,9 (3CHz); 40,3 (2627CHz); 65,5 (2CHz);
111,4 (2224CH); 119,1 (!8CH); 125,5 (2125CH); 128,2 (16CH); 128,5 (14C);
129,5 (17CH); 131,6 (15CH); 143,8 (2°CN); 152,5 (1°CN); 152,7 (33CN); 168,4
(13C00).

UV-Vis (CH3(CH2)70H): Amax/nm = 415, log € = 1,24

22



FTIR-ATR: Vmax/cm™1: 2928, 2851 (1-12C-H istezanje); 1729 (13C=0 istezanje);
1603,1372 (C=C istezanje, aromatski); 1521, 1454 (N=N); 1253 (1°:20.23C-N
istezanje); 1148 (2%27C-N istezanje); 1081 (13C-O istezanje). (Dodatni
materijali, Slika 3.)

3.4. Metode odredivanja velic¢ine i povrsinske napetosti

sintetiziranih spojeva

Za mjerenje velicine nanocestica koloidnih suspenzija koristen je
Brookhaven NanoBrook OMNI zetasizer. Mjerenje je odradeno tehnikom
dinamickog rasprsenja svjetlosti (DLS, eng. Dynamic Light Scattering) pri
temperaturi od 25 °C, broju od 10 ciklusa mjerenja i kutu rasprsenja od 90 °.
Koristen je algoritam za distribuciju veli¢ine Contin te opcija oblika Cestica
~Uniform Spheres". Koristen je laser s crvenom diodom (35 mW) i nominalnom

valnom duljinom (640 nm).

Povrsinska napetost i aktivnost Cestica koloidnih suspenzija odredena je
metodom visece kapljice na granici faza voda/zrak (eng. Pendant Drop
Method), koristenjem uredaja Drop Shape Analyzer (Kriiss). Uredaj racuna
povrSinsku napetost pomocu snimljenog oblika kapi iz Young-Laplace-ove
jednadzbe. Za uspjeSnu provedbu eksperimenata, samo mjerenje povrsinske
napetosti i aktivnosti zahtjeva prethodnu prilagodbu visine stabilizacije slike,
izoStravanje fokusa kamere i kalibraciju odredivanjem promjera igle, a sve u

svrhu tocnog izraCunavanja trazenih parametara.

3.5. Priprema spoja 1 za potenciometrijsku titraciju

Spoj 1 (n=79 ymol, m = 28 mg) otopljen je u dekarboniziranoj vodi te
je titracija provedena koristenjem potenciometrijskog titratora s kontrolom

ionske jakosti, kako bi se odredio povrsinski naboj koloidnih Ccestica i
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polielektrolita u vodenom mediju, u ovisnosti o pH. Provedene su tri titracije
u pH rasponu 3 - 10 te tri titracije unatrag u pH rasponu 10 - 3 pri razlicitim
ionskim jakostima (I = 1 mM, I = 50 mM, I = 100 mM). Tijekom titracija,
koristene su otopine klorovodicne kiseline (c = 0,25 M) i kalijevog hidroksida
(c = 0,25 M) za promjenu pH vrijednosti, a vodena otopina kalijevog klorida
(c = 3 M) koristena je za mijenjanje ionske jakosti. Za mjerenje pH vrijednosti
tijekom titracije, koristen je pH metar, prethodno kalibriran puferima za
kalibraciju (4.01, 7.00, 9.21).

3.6. Priprema silaniziranog stakla kao nosaca sintetiziranih

spojeva

KoriStena su borosilikatna pokrovna stakalca dimenzije 24 x 32 mm
(ISOLAB, Njemacka) koja su prvo ociS¢ena metodom jetkanja, a zatim su
silanizirana 0,02 % otopinom trimetoski(oktadecil)silana u 99,8 % etanolu.
Nakon svakog koraka provjeren je kontaktni kut. Svaki korak odraden je pri

sobnoj temperaturi.

Nakon silanizacije, stakalca su uronjena u otopine spoja 1 i spoja 2 u
metanolu, kao i metil crvenog (kontrola) pri tri razliCite koncentracije -
ishodna otopina, otopina 5 puta manje koncentracije i otopinu 10 puta manje
koncentracije, tijekom 30 min. Stakalca su izvucena pincetom i osusena, te

su snimljeni UV-Vis spektri.

3.6.1. Metoda jetkanja

Metoda cis¢enja stakalca provedena je prema Metodi 1 u radu J.]J. Crasa
i suradnika, sa dodatnim promjenama u vremenu drzanja stakalca u

otopinama [29]. Stakalca su uronjena u otopinu MeOH/HCI (1:1) na 45
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minuta, nakon c¢ega su isprana deioniziranom vodom. Isprana stakalca
osusena su pod mlazom dusika. Nakon toga, uronjena su u koncentriranu
sulfatnu Kkiselinu tijekom 45 minuta te su ponovno isprana mlazom

deionizirane vode i osusena mlazom dusika.

3.6.2. Metoda silanizacije stakalca

Ocisc¢ena stakalca uronjena su u 0,02% otopinu trimetoksi(oktadecil)
silana u 99,8 % etanolu te su tako ostavljena tijekom 4 sata. Silanizacija je
provedena u gloveboxu, pri snizenom tlaku i u odsutnosti kisika. Kasnije su
dodatno isprana etanolom te osusena pod strujom dusSika. Uspjesnost

silanizacije provjerena je mjerenjem kontaktnog kuta silaniziranih stakalca.

3.6.3. Metoda mjerenja kontaktnog kuta na silaniziranoj

povrsini stakalca

Hidrofobnost povrSine stakalca odradena je metodom mjerenja
kontaktnog kuta (eng. Contact Angle Method) koristenjem uredaja Drop
Shape Analyzer (Kriiss). Uredaj iz snimljene kapljice na povrsini stakalca mjeri
kontaktni kut preko modela fitanja ,tangent®, odnosno mjeri kut izmedu bazne
linije (eng. baseline) i tangente na krivulji presjeka na trofaznoj kontaktnoj
tocki. Zadan volumen kapljice je 3 uL, a prilikom snimanja kapljica, uzet je
prosjek 10 snimljenih vrijednosti kontaknih kuteva, na tri razli¢ita mjesta na

stakalcu.
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4. Rezultati

4.1. Spektrofotometrija u UV-Vis podrucju

Snimljeni su apsorpcijski spektri u UV-Vis podrucju (300 - 800 nm) za
spoj 1 i spoj 2, pri variranim koncentracijama, najprije u metanolu i/ili
oktanolu, a zatim u vodenim otopinama pri dvjema razli¢itim pH
vrijednostima. S obzirom da sam metil crveno nije dovoljno dobro topljiv u
vodi [30], spoj 1 i spoj 2 najprije su otopljeni u metanolu i/ili oktanolu kako
bi bio snimljen apsorpcijski spektar (Slika 9. i Slika 10.) potpuno otopljenih

sintetiziranih spojeva.
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Slika 9. Apsorpcijski spektri spoja 1 otopljenog u metanolu (HPLC cistoce) izmjereni u
rasponu valne duljine (300 - 800 nm) te koncentracijama u rasponu 0,001 - 0,1 mM
(prikazane u legendi) i temperaturi 298,15 K. Koristena je plasti¢na kiveta debljine 0,5 cm.
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Slika 10. Apsorpcijski spektri spoja 2 otopljenog u oktanolu izmjereni u rasponu valne duljine
(300 - 800 nm) te koncentracijama u rasponu 0,01 - 0,1 mM (prikazane u legendi) i
temperaturi 298,15 K. KoriStena je plasti¢na kiveta debljine 0,5 cm.

Za spoj 1 iz snimljenih spektara moguce je uociti da, sukladno Beer-
Lambertovom zakonu, porastom koncentracije sintetiziranih spojeva, linearno
se povecava i maksimum apsorbance pri 418 nm, kao i pri nasumicno
odabranoj valnoj duljini od 350 nm (Slika 11.). Isto vrijedi i za spoj 2, za

kojeg je maksimum apsorbance uocljiv pri maksimumu od 415 nm (Slika 12.).
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Slika 11. Ovisnost apsorbance pri Amax (®) i A=350 nm (O) o koncentraciji spoja 1 otopljenog
u metanolu. Podaci su izmjereni pri temperaturi 298,15 K. Prikazani pravci, dobiveni su iz
linearne regresije (metodom najmanjih kvadrata), prikazuju teoretsku ovisnost sukladno
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Slika 12. Ovisnost apsorbance pri Amax (M), A=350 nm (@) i A=305 nm (*) o koncentraciji
spoja 2 otopljenog u oktanolu. Podaci su izmjereni pri temperaturi 298,15 K. Prikazani pravci,
dobiveni su iz linearne regresije (metodom najmanjih kvadrata), prikazuju teoretsku ovisnost
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Apsorpcijski spektri spoja 1 u vodi pri pH = 3 (Slika 13.) mjereni su pri nizim
koncentracijama u odnosu na mjerenja u metanolu. Za suspenziju spoja 1 u
vodenom mediju, iz Slike 13. razaznajemo podudaranje valne duljine
minimuma apsorbance, zbog cega je ta valna duljina uzeta kao referentna
tocka, u odnosu na koju mozemo usporedivati apsorbancu u cijelom spektru.
Pri najvecoj izmjerenoj koncentraciji od 1 mM, maksimum apsorbance nalazi
se pri 530 nm, dok je pri nizim koncentracijama taj maksimum pomaknut
prema manjim valnim duljinama (hipsokromni pomak). Za koncentraciju 0,5
MM, Amax uoCavamo pri 525 nm, a za koncentraciju 0,1 mM, pri 514 nm.
Spektri izmjereni pri najnizim koncentracijama pokazuju maksimume pri
konstantnoj valnoj duljini oko 500 nm. Ovi trendovi koreliraju s uocenim
pomakom bazne linije u lijevom dijelu spektra, zbog c¢ega mozemo
pretpostaviti da su, barem djelomicno, uzrokovani rasprsenjem svjetlosti na
nanocesticama agregata. Pri istim koncentracijama i pH = 5, spektri prikazani
u Slici 14. ispoljavaju maksimume u podrucju od 445 nm do 472 nm. Opcenito
uocavamo slicnost s trendovima u spektrima opisanim za spoj 1 pri pH = 3,

no pri pH = 5 ne uo¢avamo ,brijeg" karakteristi¢an za protoniranu formu MR.
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Slika 13. Apsorpcijski spektri spoja 1 u vodi pri pH = 3, izmjereni nakon pripreme u
ultrazvucnoj kupelji, u UV-Vis podrucju valne duljine (300 - 800 nm) te rasponu koncentracije
0,005 - 1 mM (tocCne konc. prikazane u legendi) i temperaturi 298,15 K. Koristena je plasti¢na
kiveta (1 cm). Izmjereni spektri prikazani su nakon oduzimanja vrijednosti A pri 350 nm
(minimum).
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Slika 14. Apsorpcijski spektri spoja 1 u vodi pri pH = 5, izmjereni nakon pripreme u
ultrazvucnoj kupelji, u UV-Vis podrucju valne duljine (300 - 800 nm) te rasponu koncentracije
0,005 - 1 mM (toc¢ne konc. prikazane u legendi) i temperaturi 298,15 K. KoriStena je plasti¢na
kiveta (1 cm). Izmjereni spektri prikazani su nakon oduzimanja vrijednosti A pri 350 nm
(minimum).

Vrijednosti maksimuma apsorbance za spoj 2 nalaze se u Sirokom podrucju
izmedu 420 i 490 nm, dok se pri najvecoj izmjerenoj koncentraciji maksimum

uocava pri 550 nm (Slika 15.).
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Slika 15. Apsorpcijski spektri spoja 2 u vodi pri pH = 3, izmjereni nakon pripreme u
ultrazvucnoj kupelji, u UV-Vis podrucju valne duljine (300 - 800 nm) te rasponu koncentracije
0,005 - 1 mM (tocCne konc. prikazane u legendi) i temperaturi 298,15 K. KoriStena je plasti¢na
kiveta (1 cm). Izmjereni spektri prikazani su nakon oduzimanja vrijednosti A pri 350 nm
(minimum).
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Slika 16. prikazuje spektre izmjerene prilikom kiselinsko-bazne titracije za
metil crveno (A) i spoj 1 (B). Za otopine oba spoja, pri nizim pH vrijednostima,
maksimumi se nalaze pri 522 nm. Za deprotoniranu formu MR uocavamo
maksimum pri 432 nm, dok se kod spoja 1 pojavljuje Siroki pojas u podrucju
od 410 nm do 460 nm, ali bitno slabijeg intenziteta. Za MR moze se lako
odrediti izozbesticka tocka pri 470 nm, a kod spoja 1 ona nije jasno definirana
te se vec¢ pri pH < 4,01 maksimum pomice prema vecoj valnoj duljini,
karakteristicnoj za protoniranu formu MR. Vidljivo je i da su intenziteti

apsorpcije dosta manji kod spoja 1 u odnosu na MR.
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Slika 16. Apsorpcijski spektri metil-crvenog (A) i spoja 1 (B), koncentracije 0,01 mM u
vodenom mediju, izmjereni u UV-Vis podrucju valne duljine (300 - 800 nm) pri variranim pH
vrijednostima (prikazani u legendi), i ionskoj jakosti 10 mM (KCI) te temperaturi 298,15 K.

S ciljem provjere reverzibilnosti protonacije, izmjereni su apsorpcijski spektri

spoja 1 tijekom reverzne titracije u pH rasponu od 6 prema 2, pri ¢emu je
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nakon svakog koraka u kojem je dodavana kiselina, pH vraéen na pH = 6
dodatkom baze (Slika 17.). Spektri oznaceni nijansama plave boje prikazuju
spektre pri pH = 6 te se oni preklapaju za sve korake pri kojima je pH
podesavan na vrijednosti > 3,02. Takoder uo¢avamo da se nakon dva koraka
u kojima je pH podesavan dodatkom kiseline na pH < 3,02, spektri pri pH =
6 vise ne podudaraju s prethodno mjerenima. Takoder, spektri izmjereni u I
fazi se uglavnom podudaraju, bez obzira na to da je pH variran u podrucju
6,20 - 3,86, dok se u II, III, IV i V fazi, u kojoj je pH podeSavan na vrijednosti
< 3,34, uocCava pojava spektara koji su karakteristi¢ni za protoniranu formu
MR. Moguce je zakljuciti da protonacija spoja 1 izostaje pri pH = 3,83, dok

pri nizim vrijednostima, nije reverzibilna.
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Slika 17. Apsorpcijski spektri spoja 1 (c = 10 yM) izmjereni u UV-Vis podrucju valne duljine
(300 - 800 nm) pri variranim pH vrijednostima (prikazani u legendi) i temperaturi 298,15 K,
mjereni tijekom reverzne titracije. Jednake boje pokazuju priblizno jednake pH vrijednosti.

S ciljem potvrde gore navedenog zakljucka o reverzibilnosti protonacije spoja
1, reverzna titracija je ponovo provedena uz dulji period stajanja otopine pri
pH = 2. Spektri izmjereni pri pH = 5,5 i pH = 2 prikazani su u Slici 18., u kojoj

je oznaceno i vrijeme mjerenja. Maksimalna absorbanca za pH = 2 prvog i
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petog dana iznosi 515 nm, dok je pri pH = 5,5 prvog dana na 450 nm, a petog

dana je doslo do pomaka na manju valnu duljinu, odnosno na 429 nm.
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Slika 18. Apsorpcijski spektri spoja 1 (c = 10 yM) izmjereni u UV-Vis podrudju valne duljine
(300 - 800 nm) pri razlic¢itim pH vrijednostima (prikazani u legendi) i temperaturi 298,15 K.
Spektri su mjereni dva puta u razmaku od pet dana (siva boja — prvi dan, narancasta boja -
peti dan).

4.2. Mjerenje velicine agregata tehnikom dinamickog

rasprsenja svjetlosti

Tehnikom dinamickog rasprsenja svjetla (DLS) izmjerene su raspodjele
promjera agregata prisutnih u vodenim suspenzijama spoja 1 i spoja 2
razli¢itih koncentracija i pH vrijednosti, a sve s ciljem istrazivanja utjecaja tih
parametara na proces samonakupljanja. Osim istrazivanja prisutnosti i
veli¢ine stvorenih agregata u vodenim otopinama, promatrana je i stabilnost
agregata u vremenu pri konstantnim termodinamickim uvjetima, pa je
mjerenje ponovljeno s vremenskim razmakom od tjedan dana. U svim
grafovima prikazane su raspodjele promjera Cestica utegnute prema njihovom

broju, koje su racunski (u software-u za obradu mjerenih podataka) dobivene
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iz eksperimentalnih raspodjela utegnutih prema intenzitetu rasprsenog
zracenja, izraCunatih iz direktno mjerenih autokorelacijskih funkcija
primjenom CONTIN metode. Prikazane funkcije su uni- ili bimodalne Gaussove
raspodjele izracunate metodom najmanjih kvadrata iz eksperimentalnih
podataka. Preklapanjem tih jednostavnih funkcija lagano je uoditi i raspodjele

s viSe moda (npr. trimodalne), ukoliko proizlaze iz mjerenih podataka.

Slike 19. i 20. prikazuju raspodjelu veli¢ina agregata spoja 1 u
koncentracijskom rasponu od 0,005 - 1 mM pri pH = 3, odnosno pH = 5, dok
Slika 21. prikazuje raspodjelu promjera agregata za spoj 2, u
koncentracijskom rasponu 0,005 - 1 mM, pri pH = 3. Mode raspodjela veli¢ine
agregata nalaze se pri otprilike 200, 400, 700 i 1000 nm za obje pH
vrijednosti. Pri pH = 5 detektirani su i agregati veli¢ine oko 1400 - 1500 nm
(Tablica 2.). Pri najmanjoj mjerenoj koncentraciji spoja 1, detektirana je
bimodalna raspodjela, s populacijama u rasponu promjera 170 - 210 nm,
odnosno 313 - 460 nm, pri ¢emu prva populacija ima uzu raspodjelu. Pri
koncentraciji od 0,05 mM detektirani su takoder promjeri oko 400 nm, kao i
agregati u rasponu promjera 870 - 1140 nm. Pri ostalim koncentracijama pri
pH = 3, s ve¢om frekvencijom su cCestice promjera 408 i 680 nm (za 0,1 mM)
te 416 i 1036 nm, a manjom frekvencijom promjeri od 684 nm (za 0,5 mM).
Pri najvecoj koncentraciji od 1 mM detektirane su Cestice promjera 766 i 1030

nm, ali su se i pojavili agregati veli¢ine oko 324 nm.

Iz Slike 19. moguce je razaznati da se mode raspodjela, izmjerene pri
razli¢itim koncentracijama, nalaze u nekoliko pojaseva (,zona"): I) 170 - 250
nm; II) 250 - 500 nm; III) 600 - 800 te IV) 850 - 1250 nm. Pri najnizoj
koncentraciji (0,005 mM), uoavamo bimodalnu raspodjelu za koju se prva
moda nalazi u zoni I, a druga u zoni II. Raspodjele pri 0,05 mM, 0,5 mM i1
mM pokazuju tri mode u zonama II, III i IV, dok raspodjela pri 0,1 mM

pokazuje dvije ,glavne® mode u zonama II i III, te jednu slabije izrazenu
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izmedu tih dviju zona. Takoder je moguce uociti da izrazenost moda, za

koncentracije 0,05 mM, 0,5 mM i 1 mM, poprima obrnuti trend u III i IV zoni.

250 -
1 I I} v
200 -
50 - —0,005 mM
—0,05 mM
—0,1 mM

NNV N S
SN NI

0 500 1000 1500
promjer (nm)

u
o
1

broj Cestica (frekvencija)
o
o

Slika 19. Raspodjela promjera agregata spoja 1 u rasponu koncentracije 0,005 - 1 mM
(prikazanih u legendi), pri pH = 3 i temperaturi od 298,15 K. Gaussove funkcije su metodom
najmanjih kvadrata odredene iz eksperimentalnih, brojem utegnutih raspodjela promjera.
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Slika 20. Raspodjela promjera agregata spoja 1 u rasponu koncentracije 0,005 - 1 mM
(prikazanih u legendi), pri pH = 5 i temperaturi od 298,15 K. Gaussove funkcije su metodom
najmanjih kvadrata odredene iz eksperimentalnih, brojem utegnutih raspodjela promjera.

Iz Slike 20. moguce je uociti da pri pH = 5,0 raspodjele agregata po promjeru
pokazuju vrlo slicne zone moda, kao i pri pH = 3, no uz ponesto razlicite
trendove s obzirom na koncentraciju spoja 1. Takoder, pri koncentraciji 1

mM, uocljiva je i populacija s modom oko 1500 nm.
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Tablica 2. Srednje vrijednosti moda veliCine detektiranih agregata (p1, p2) pri razlicitim
koncentracijama spoja 1 i pH vrijednostima, standardne devijacije (ol, 02) za svaku
detektiranu populaciju vezikula, kao i ukupnim brojem vezikula ispod Gaussove krivulje (N).

c (mM) N pl1l (nm) H2 (nm) ol (nm) o2 (nm)
0,005 246,00 187,01 357,20 11,63 93,45
225,66 377,40 54,29

0,05 134,50 748,03 34,66
133,37 978,19 166,95
186,00 408,07 76,13
PH =3 0,1 :
350,26 556,48 692,41 15,82 88,76
243,49 415,80 683,94 33,43 164,14
0,5
' 630,73 1036,11 67,81
175,04 764,45 38,51
1
131,21 323,47 1129,40 11,20 64,08
238,80 798,37 148,05
0,005
399,24 412,95 35,83
228,8 345,09 67,87
0,05
155,94 171,70 18,31
130,73 730,14 27,81
pH=5 0,1
192,17 320,40 42,07
107,51 1153,79 18,99
0,5
! 190,36 500,45 701,88 17,32 68,69
138,71 737,84 76,43
1
123,90 1500,00 137,35

Kod spoja 2 (Slika 21., Tablica 3.), uodljiva je dominantna prisutnost
agregata promjera manjeg od 500 nm za koncentracije < 0,1 mM. Pri
koncentracijama = 0,5 mM, detektirane su i mode pri veéim promjerima
agregata. Nadalje, za spoj 2 nisu uocljive zone u kojima bi se preklapale mode
detektirane za razlicite koncentracije, vec se za koncentracije < 0,1 mM mode

preklapaju u Sirem podrucju 100 nm < d < 500 nm.
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Slika 21. Raspodjela promjera agregata spoja 2 u rasponu koncentracije 0,005 - 1 mM
(prikazanih u legendi), pri pH = 3 i temperaturi od 298,15 K. Gaussove funkcije su metodom
najmanjih kvadrata odredene iz eksperimentalnih, brojem utegnutih raspodjela promjera.

39



Tablica 3. Srednje vrijednosti moda veliCine detektiranih agregata (p1, p2) pri razlicitim
koncentracijama spoja 2 i pH vrijednostima, standardne devijacije (ol, ©2) za svaku
detektiranu populaciju vezikula, kao i ukupnim brojem vezikula ispod Gaussove krivulje (N).

c (mM) N p1l (nm) p2 (nm) ol (nm) 62 (nm)
246,02 353,52 67,13
0,005
134,87 160,59 614,41 5,12 163,82
281,72 268,01 391,51 16,48 36,34
0,05
260,86 244,58 804,83 18,34 38,61
255,28 240,37 334,97 15,37 35,72
0,1
pH =3 219,37 219,81 1031,99 11,88 85,99
100,00 316,72 4,97
0,5 107,40 197,18 1398,54 8,49 63,72
153,12 1608,71 100,87
154,21 1172,66 30,16
1
526,89 552,33 696,30 12,48 89,40

S ciljem provjere stabilnosti agregata, raspodjele njihovih promjera za
suspenzije spoja 1 i spoja 2 ponovno su izmjerene nakon tjedan dana
stajanja pripremljenih uzoraka pri sobnoj temperaturi. Osim toga,
pripremljene su suspenzije manje koncentracije spoja 2 s ciljem detekcije
kriticne koncentracije pri kojoj nastaju agregati (kriticna koncentracija
agregacije). Iz rezultata prikazanih na Slici 22. i Tablice 4. za spoj 1, moguce
je uociti da se nakon 7 dana mode raspodjela za uzorke razliCitih koncentracija
puno jasnije podudaraju u stroze odredenim podrucjima promjera cestica, u
Slici 22. oznacene zonama. Te zone se gotovo u potpunosti podudaraju sa
zonama raspodjele, uo¢enim za spoj 1 odmah nakon pripreme uzoraka (Slika

19). Medutim, nakon stajanja uzoraka, u raspodjelama pri koncentracijama =
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0,5 mM, jasno je detektirana i populacija

promjera pri cca. 30 nm.
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Slika 22. Raspodjela promjera agregata spoja 1 u rasponu koncentracije 0,005 - 1 mM
(prikazanih u legendi), mjerenih nakon 7 dana, pri pH = 3, i temperaturi od 298,15 K.
Gaussove funkcije su metodom najmanjih kvadrata odredene iz eksperimentalnih, brojem
utegnutih raspodjela promjera

Tablica 4. Srednje vrijednosti moda veli¢ine detektiranih agregata (p1, p2) pri razlicitim
koncentracijama spoja 1 nakon tjedan dana pri pH = 3, standardne devijacije (01, 02) za
svaku detektiranu populaciju vezikula, kao i ukupnim brojem vezikula ispod Gaussove krivulje

(N).
c (mM) N p1 (nm) B2 (nm) o1 (nm) c2 (nm)
0,005 260,73 249,23 390,52 25,05 60,34
232,77 256,52 406,65 13,01 68,01
0,05
297,94 240,03 704,00 23,14 80,92
228,69 393,39 63,01
pH=3 0,1
334,93 247,51 729,40 28,24 94,21
0,5 127,92 28,59 1,00
101,52 30,63 1,00
1
158,26 684,49 64,68
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Usporedbom raspodjela promjera agregata za spoj 2, izmjerenih prvog i
sedmog dana nakon priprave suspenzija, prikazanih u Slici 23., moguce je
uociti da se i nakon sedam dana pojavljuju agregati velicine do 500 nm, no da
su te raspodjele ipak pomaknute prema veéim promjerima. Prvog dana su
veliCine od 160 - 270 nm detektirane i kod vecih koncentracija, ali nakon
sedam dana su pri ve¢im koncentracijama mode raspodjele detektirane pri

promjeru = 370 nm.
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Slika 23. Raspodjela promjera agregata spoja 2 u rasponu koncentracije 0,001 - 0,05 mM
(prikazanih u legendi), mjerenih prvi dan (A) i nakon 7 dana (B), pri pH = 3, i temperaturi od
298,15 K. Gaussove funkcije su metodom najmanjih kvadrata odredene iz eksperimentalnih,
brojem utegnutih raspodjela promjera.
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Vidljiva je i razlika u tome Sto su se nakon sedam dana pojavile veci agregati
od oko 828 nm i 1807 nm. Zanimljivo opazanje je da za spoj 2 nije uoCena
populacija pri cca. 30 nm, vec¢ su nakon sedam dana, sve mode pomaknute

prema vecem promjeru.

Tablica 5. Srednje vrijednosti moda veliCine detektiranih agregata (p1, p2) pri razlicitim
koncentracijama spoja 2 mjerenih odmah nakon pripreme, pri pH = 3, standardne devijacije
(o1, 02) za svaku detektiranu populaciju vezikula, kao i ukupnim brojem vezikula ispod
Gaussove krivulje (N).

c (mM) N p1 (nm) M2 (nm) ol (nm) c2 (nm)
221,25 261,02 33,22
0,001
151,61 405,38 64,04
164,05 245,56 407,45 14,62 55,24
0,025
278,82 402,27 60,69
246,02 353,52 67,13
pH=3 0,005
134,87 160,59 614,41 512 163,82
186,03 696,89 68,22
0,01
229,73 210,66 409,03 19,34 81,38
281,72 268,01 391,51 16,48 36,34
0,05
260,86 244,58 804,83 18,34 38,61

Tablica 6. Srednje vrijednosti moda veli¢ine detektiranih agregata (p1, p2) pri razlicitim
koncentracijama spoja 2 mjerenih nakon 7 dana, pri pH = 3, standardne devijacije (o1, 02)
za svaku detektiranu populaciju vezikula, kao i ukupnim brojem vezikula ispod Gaussove
krivulje (N).

c (mM) N pl1l (nm) M2 (nm) ol (nm) o2 (nm)
0,001 297,74 258,79 402,49 18,23 46,57
0,025 142,77 467,59 22,59
0,005 245,90 503,10 646,54 13,21 57,11
pH=3

0,01 151,27 446,42 36,37

272,12 395,13 1807,46 54,05 225,76
0,05

193,37 827,57 141,00
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4.3. Mjerenje povrsinske napetosti sintetiziranih derivata metil

crvenog

Kako bi se istrazila povrsSinska aktivnost sintetiziranih derivata boje
metil crveno, izmjerena je povrSinska napetost na granici faza voda/zrak u
ovisnosti o koncentraciji suspenzije spoja 1 pri razli¢itim pH vrijednostima
(pH = 3, 5, 5,4). Za spoj 2 je isti eksperiment proveden pri nizoj pH
vrijednosti (pH = 3). Sintetizirani derivati dispergirani su pomocu ultrasoni¢ne
kupelji u ultracistoj vodi u kojoj je podeSen pH. Za kontrolu eksperimentalnih
uvjeta, prije mjerenja povrSinske napetosti za pripremljene suspenzije,
izmjerena je i povrsSinska napetost Ciste vode, koja iznosi otprilike 72 - 73
mN/m, Sto je u skladu s literaturnom vrijednos¢u [31]. Za spoj 1 vidljivo je
da povrsinska napetost varira izmedu 70 i 75 mN/m pri svim pH vrijednostima
(Slika 24.). Pri nizim koncentracijama spoja 1, povrSinska napetost za pH =
3ipH = 5,4 iznosiizmedu 71 i 72 mN/m, dok pri vecoj koncentraciji od 1 mM,
povrSinska napetosti pri pH = 3 se povecala i iznosi 73,3 mN/m, a pri pH =
5,4 iznosi 71,0 mN/m. Vrijednosti povrSinske napetosti pri pH = 5 su nesto

vece i iznose izmedu 74,3 i 75,0 mN/m pri svim izmjerenim koncentracijama.
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Slika 24. Ovisnost povrsinske napetosti voda/zrak o koncentraciji spoja 1 u koncentracijskom
rasponu od 0,005 - 1 mM pri razli¢itim pH vrijednostima (prikazanim u legendi). Umetak
prikazuje vrijednosti pri nizim koncentracijama. Rezultati su prikazani kao prosjecna
vrijednost 10 ponovljenih mjerenja.

Za spoj 2 izmjerena je povrsinska napetost u koncentracijskom rasponu od
0,005 mM do 5 mM (Slika 25.). Pri najmanjim koncentracijama, povrsinska
napetost priblizno je jednaka povrsinskoj napetosti vode. U koncentracijskom
rasponu 0 - 0,2 mM, uodljiv je trend smanjenja povrsinske napetosti, no pri
nesto vecim koncentracijama, u rasponu 0,2-0,5 mM, povrSinska napetost
ponovo poprima vece vrijednosti izmedu 68 mN/m i 71,9 mN/m. Pri
koncentracijama spoja 2 ve¢im od 0,5 mM, povrsSinska napetost iznosi oko

58 mN/m i ne ovisi o koncentraciji.
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Slika 25. Ovisnost povrsinske napetosti voda/zrak o koncentraciji spoja 2 u koncentracijskom
rasponu od 0,005 - 5 mM pri pH = 3. Umetak prikazuje rezultate pri nizim koncentracijama.
Rezultati su prikazani kao prosjec¢na vrijednost 10 ponovljenih mjerenja.

4.4. Potenciometrijska titracija spoja 1

Iz potenciometrijske titracije spoja 1 pri ionskim jakostima od 10 mM,
50 mM i 100 mM izraCunata je krivulja naboja prikazana u Slici 26. koja
pokazuje da ne dolazi do protonacije ili deprotonacije spoja u rasponu 4 < pH

< 10. Izvan ovog raspona, nije moguce pouzdano odrediti naboj molekule

zbog ogranicenja u preciznosti mjerenja pH.
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Slika 26. Krivulje naboja spoja 1 (n=79 umol), pri razli¢itim ionskim jakostima (prikazanim
u legendi) izmjerene u titracijama u pH rasponu 4 - 10. Ispunjeni simboli prikazuju titraciju
od pH 4 do pH 10, a prazni oblici titraciju unatrag (pH 10 do pH 4).

4.5. Vezanje sintetiziranih spojeva na silanizirana stakalca i

mjerenje kontaktnog kuta

Uspjesnost uklanjanja necistoca i jetkanost stakla, kao i vezanje silana
kojim je hidrofobizirana njegova povrSina, provjereni su mjerenjem
kontaktnog kuta, koji je odreden metodom tangente u dvjema trojnim
tockama (kontakt triju faza: povrsSina/voda/zrak). Na Slici 27. lijevo je
prikazana kapljica vode i kontaktni kut na Cistom jetkanom staklu, koji iznosi
15,06°. Kontaktni kut takoder je provjeren nakon 45 min uranjanja stakalca
u 0,02 % otopinu trimetoski(oktadecil) silana te naknadnog ispiranja
metanolom i vodom, nakon ¢ega on iznosi oko 41° (Slika 27. desno). Time je
potvrdeno da je doslo do kovalentnog vezanja trimetoski(oktadecil)skupina na

povrsinu stakalca.
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Tablica 7. Vrijednosti kontaktnih kuteva (°) obi¢nog stakalca, nakon jetkanja i nakon
silanizacije. Vrijednosti su prikazane kao prosjek 10 mjerenja sa standardnom devijacijom.

Obic¢no staklo Jetkano staklo Silanizirano staklo

55,94 £ 0,39 15,6 £ 0,29 41,08 + 0,23

Slika 27. Prikaz kapljice tijekom mjerenja kontaktnog kuta nakon jetkanja stakalca (lijevo) i
silanizacije stakalca (desno).

Slika 28. prikazuje stakalca nakon uranjanja u otopine spoja 1, spoja
2 i MR u metanolu, pri tri razli¢ite koncentracije. Usporedbom, moze se uociti
da se i spoj 1 i spoj 2 pri najvecoj koncentraciji vezu na staklo, dok se MR
veze pri svim trima koncentracijama, odnosno pri koncentraciji 5 puta manjoj
i 10 puta manjoj je vise obojilo staklo u odnosu na spoj 1 i spoj 2, kod kojih
je jedva vidljivo njihovo vezanje tj. obojenje stakalca. Osim toga, u otopine
su bile uronjena i samo jetkana stakalca, odnosno ona koja nisu prosla
silanizaciju, te je takoder vidljivo da dolazi do obojenja i kod spoja 1, spoja
2, ali i kod MR-a (Slika 29.).
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Slika 28. Stakalca nakon uranjanja u otopine spoja 1 (A), spoja 2 (B) i metil crvenog (C) pri
ishodnoj koncentraciji (2,41 Mm), 5 puta manjoj koncentraciji i 10 puta manjoj koncentraciji
(s lijeva na desno).

i
Slika 29. Usporedba stakalca nakon jetkanja (lijevo) i nakon silanizacije (desno) spoja 1 (A),

spoja 2 (B) i metil crvenog (C). Stakalca su uronjena u otopine pri najvecoj (2,41 mM)
koncentraciji.
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Snimljeni su apsorpcijski spektri nakon vezanja spoja 1, spoja 2 i MR na
jetkana (Cista) i silanizirana stakalca, kao i samo silaniziranog i jetkanog stakla
(Slika 30.). Rezultati pokazuju da nema razlike u apsorpciji izmedu cistog i
silaniziranog stakalca (crne linije na Slici 30.). Pri najveéim pripremljenim
koncentracijama spoja 1 i spoja 2, dolazi do pojave maksimuma na 445 nm,
dok je MR pri najvecoj koncentraciji maksimum apsorpcije na 505 nm.
Takoder je uocljivo da je apsorpcija stakalca sa spojem 2 nesto veca. Iz
usporedbe apsorpcijskih spektara mogucée je =zakljuCiti da je za oba
sintetizirana spoja apsorpcija ve¢a nego kod MR pri istoj koncentraciji otopina.
Takoder, za spoj 1 i spoj 2 uoCavamo vecu apsorpciju, tj. povrsinsku

koncentraciju, na silaniziranim stakalcima, u odnosu na nesilanizirana.

0,3 1
0,25 A
----- jetkano

T 0,2 1 silanizirano
5 | metil crveno
2
g spoj 1
o 0,15 spoj 2

0,1 A1

0,05 ————————— 77—

300 400 500 600 700 800

valna duljina (nm)

Slika 30. Apsorpcijski spektri jetkanih i silaniziranih stakalca nakon uranjanja u otopine metil
crvenog, spoja 1 i spoja 2 u metanolu, pri koncentracijama 2,41 mM (ishodna konc.) na
jetkanom stakalcu (crtkana linija) i na silaniziranom stakalcu (puna linija).

50



5. Rasprava

Sinteza oba derivata spoja MR temeljila se na nukleofilnoj supstituciji
haloalkana na karboksilnu skupinu MR (Slika 31.), ¢ime je lanac sa 6 C atoma

i lanac s 12 C atoma vezan esterskom vezom na MR (spoj 1, odnosno spoj

n
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—0H o, o,
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Slika 31. Reakcijska shema sinteze spoja 1 i spoja 2.

Sama sinteza spoja 1 odvijala se brze od ocekivanog, u odnosu na
sintezu opisanu u radu Rokitskaye i suradnika, gdje je ukupna sinteza trajala
i do 5 dana [28]. Za sintezu spoja 1 bilo je dovoljno zagrijavanje i mijesanje
u vodenoj kupelji svega 5 sati. S obzirom da je provjera TLC-om potvrdila
dobivanje produkta jednakim rezultatima na TLC plodicama (Slika 32., A),
zagrijavanje viSe nije bilo potrebno te je tako reakcija pustena na sobnoj
temperaturi uz konstantno mijeSanje do drugog dana. Dodatna provijera tijeka
reakcije napravljena je drugog dana dvjema TLC ploc¢icama, te je potvrden

kraj reakcije dobivanjem jednakih rezultata.
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Slika 32. A) Prikaz TLC plocica kao potvrda dobivanja spoja 1 gdje je uzorak uzet svakih sat
vremena trajanja reakcije. Zadnje dvije ploCice rezultat su odvijanja reakcije pri sobnoj
temperaturi i uzimanja uzorka dan nakon pokretanja reakcije. B) TLC plodica s frakcijama (F4
i F5) spoja 1 nakon kromatografije na stupcu i DCM-om kao eluensom.

Na TLC ploCicama vidljivo je da ima zaostalog reaktanta, odnosno boje metil
crveno koja ne izreagira do kraja s cezijevim karbonatom vec se dobije manja
kolicina smjese cezijeve soli i MR, Sto moze biti razlog i dobivanja manjeg
iskoristenja konacnog produkta nakon procis¢avanja. Produkt (spoj 1) se
izolirao iz reakcijske smjese i procistio kromatografijom na stupcu sa DCM kao
eluensom, te je njegova struktura i ¢isto¢a potvrdena TLC-om (Slika 32., B) i
na NMR spektrima. Dobiveni 13C NMR spektar! nije imao signal C-OH koji ima
MR, ve¢ O-C (vezan lanac) na 65,5 ppm-a, ali i dodatne signale koji
odgovaraju alifatskom lancu na 14,0 - 31,5 ppm-a za spoj 1 i 14,1 - 31,9
ppm-a za spoj 2 (Slika 33.).

1 NMR spektri u cijelom radu prikazani su nakon obrade u programu MestReNova (verzija 14.2.1.)

52



B
A0 -
.
B
Cc
o

V4
N

e, o
\/\/\/\/\/\/”'
—~ = ~
" W,
]

Slika 33. Alifatski dio 3C NMR spektara metil crvenog (A), spoja 1 (B) i spoja 2 (C). Prikazi
uvecani iz Slika 4., 1., 2. (dodatni materijali).
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Nakon prvog pokusSaja sinteze spoja 2 koristenjem 2 ekvivalenta
haloalkana (kao i za spoj 1), u prvom dijelu sinteze je ponovno ostalo
neizreagiranog metil crvenog, sto je dokazano TLC-om. Zatim su tijekom
procCiS¢avanja kromatografijom na stupcu i DCM kao eluensom, prikupljene
dvije frakcije od kojih prva frakcija nije sadrzavala dovoljno Cist produkt, ¢ak
ni nakon dodatnog procis¢avanja smjesom DCM i HEX u volumnom omjeru 60

40. Analizom 'H NMR spektra ustanovljeno je da je ostalo dosta
neizreagiranog lanca, s obzirom na prisutnost signala na 1,40, 1,80 i 3,19
ppm-a (Slika 34., A). Druga skupljena frakcija je takoder dodatno procis¢ena
s DCM : HEX (60 : 40) kao eluensima, nakon ¢ega je NMR spektar pokazao
da je sintetiziran Cist produkt (Slika 34., B).

A ’ D\/\/\/\/\/\/m

...........................................

Slika 34. Usporedba alifatskog dijela *H NMR spektra neprociséenog (A) i procis¢enog spoja
2 (B). Prikazi uvecani iz Slike 3. i Slike 2. (dodatni materijali).
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Sinteza spoja 2 ponovljena je, ali s novim uvjetima reakcije. Smanjen
je omjer jodododekana (0,9 ekv) u odnosu na metil crveno, a dobivena smjesa
proCiS¢ena je ovog puta koristenjem duze kolone te dvjema kolonskim
kromatografijama. 'H NMR spektar pokazao je Ccist produkt sa svim

pripadajuc¢im pikovima (Slika 2., dodatni materijali).

Kao dodatna potvrda dobivanja Ccistih produkata u kojima nema
zaostalih haloalkana koristenih u sintezi, u programu dostupnom na web

stranici https://www.nmrdb.org/ , predviden je 13C NMR spektar gdje se signal

C-I (Slika 35.) pojavljuje na 6,87 ppm, dok kod spoja 1 i spoja 2 on nije
vidljiv. Prvi signal kod produkata pojavljuje se tek na 14,02 ppm (Slika 33., B
i C).

A B Cc
List of signals |
Assignment Delta Nb atoms
H HH HH B
H | 14.02 1
H 2263 1
HH HH HH 7S 1
30.34 1
3.31 1
87 1

T T T T T T
7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4
f1 (ppm)

Slika 35. Proces predvidanja '3C NMR spektra jodoheksana u programu na web stranici
https://www.nmrdb.org/ od strukture reaktanta i oznacavanja C atoma (A), predvidenog
signala (B) te predvidenog spektra (C).
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FTIR-ATR spektroskopijom snimljeni su IR spektri metil crvenog
koristenog u sintezi i dobivenih produkata, odnosno spoja 1 i spoja 2. FTIR-
ATR zahtjeva minimalnu pripremu uzorka te daje uvid u prisutnost odredenih
funkcionalnih skupina, ali je i korisna za klasifikaciju nepoznatih spojeva [32].
U Slici 36. se iz snimljenih spektara moze vidjeti da je doslo do nestanka OH
skupine na karbonilnom ugljiku metil crvenog, te je umjesto tog prisutan

signal koji oznacava C-H istezanje (lanac alkana).
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Slika 36. FTIR ATR spektri (dio) metil crvenog (A), spoja 1 (B) i spoja 2 (C). Prikazi uvecani
iz Slike 5., Slike 6. i Slike 7. (dodatni materijali).

Proces samonakupljanja organskih molekula ocituje se u njihovim
spektroskopskim svojstvima, u kojima dolazi do promjene intenziteta

apsorpcije, cijepanja spektralnih vrpci, kao i pomicanja elektronskih spektara
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te pojave novih vibracijskih prijelaza [21]. Takve promjene pripisuju se
stvaranju i prisutnosti agregata u vodenim otopinama, koje su i dokazane u

nekim ve¢ provedenim istrazivanjima kod razlicitih organskih boja [33- 36].

Kako bi se analizirala spektroskopska svojstva sintetiziranih spojeva,
pripremljeni su uzorci u odredenom rasponu koncentracija pri razli¢itim pH
vrijednostima te su snimljeni apsorpcijski spektri usporedeni spektrom MR-a
kao kontrolom u ovim eksperimentima. S obzirom na nisku topljivost
indikatora MR u vodi [30], pretpostavljeno je da bi i topljivost
novosintetiziranih spojeva takoder bila niska. Stoga su najprije snimljeni
spektri potpuno otopljenih produkata u metanolu i/ili oktanolu. U spektrima
prikazanim u Slikama 9. i 10. uocena je linearna ovisnost apsorbance o
koncentraciji, za spoj 1 ili spoj 2, sukladno Beer-Lambertovom zakonu.
Prilikom pripreme uzoraka za mjerenje tih spektara, otopine u metanolu su
bile narancasto obojane te prozirne. S druge strane, otapanje spoja 1 i spoja
2 u vodi nije u pocetku bilo uspjesno, ve¢ se priprema svodila na to da su
otopine pripremljene pri nizoj pH vrijednosti (pH = 3) te su na odredeno
vrijeme stavljene u ultrazvuénu kupelj. Ve¢ u pripremi ishodne otopine, bilo
je uoceno narancasto zamudenje, Sto ukazuje da se radilo o koloidnoj
suspenziji, koja sadrzi odredenu koli¢inu agregata koji rasprsuju svjetlost. U
spektrima vodenih disperzija oba sintetizirana produkta moze se uoditi da se
radi o pomaku na vece valne duljine (crveni pomak), jer MR u protoniranom
stanju apsorbira na oko 520 nm, a u deprotoniranom na 435 nm [26].
Prisutnost pomaka na vece ili manje valne duljine moze upucdivati na prisutnost
odredenih agregata [21]. U odnosu na polaznu boju od koje su nastali
produkti, snimljeni spektri i vrijednosti absorbanci za oba spoja ukazuju na
hipokromni efekt. Razlog tome je Sto pojava agregacije moze utjecati na
apsorpciju svjetlosti i dovesti do medumolekularnih procesa u prijenosu
elektrona ili naboja, te tako pokrenuti proces gasenja (tzv. quenching)

apsorpcije elektromagnetskog zracenja [2,37].
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Zbog slabe topljivosti apsorpcijski spektri spoja 1 u vodi pri pH = 3
(Slika 13.) mjereni su pri nizim koncentracijama u odnosu na mjerenja u
metanolu te se izmjereni spektri bitno razlikuju od onih izmjerenih u metanolu.
Kao prvo, uoavamo apsorpciju u puno Sirem podrucju valnih duljina: za
otopine u metanolu apsorbanca pri A > 550 nm iznosi = 0, dok za spoj 1 u
vodi je bitno veca od nule. Nadalje, za prave otopine u odsutnosti
samonakupljanja uzrokovanog medumolekulskim privla¢nim interakcijama,
oCekivano je podudaranje valne duljine maksimuma apsorbance, za uzorke
razliCitih koncentracija. Za varirane koncentracije, uoCavamo da se mijenja
oblik spektara. S obzirom na uocene razlike u apsorbanci pri valnoj duljini
minimuma u spektru (koja je oduzeta od spektara), mozemo pretpostaviti da
su oblik spektara i pomaci pri variranim koncentracijama uzrokovani kako
rasprSenjem svjetlosti na nanocCesticama, tako i perturbiranim elektronskim
konfiguracijama u agregatima [21]. Ti pomaci rezultat su Rayleighovog
rasprSenja koje opisuje rasprSenje svjetlosti upadne zrake na Cestice unutar
otopine. Pomak maksimuma kod vecih koncentracija na vece valne duljine,
kao i smanjenje jakosti apsorpcijskog maksimuma zbog pomaka bazne linije
rezultat je rasprSenja svjetlosti zbog prisutnih agregata. Taj efekt prati i
Tydallov ucinak koji opisuje povecanje jacine rasprSenja povecanjem
volumena materije koja rasprsSuje svjetlost. U ovom sludaju, intenzitet je
proporcionalan volumenu pojedinacnih estica pa je tako povecanjem veliCine
stvorenih agregata rasprsSenje intenzivnije [38,39]. Zbog toga je moguda
pojava pomaka bazne linije poveéanjem koncentracije kod spoja 1 i spoja 2.
Pri pH = 3, uocdavamo ,brijeg" pri valnoj duljini koja odgovara maksimumu
apsorbance za MR (vidi Sliku 16., A).

Reverznom titracijom provjerena je reverzibilnost spektara. U Slici 17.
uocavamo da se intenzitet apsorpcije nakon vrac¢anja sa pH < 3,02 napH = 6
povecao, Sto bi ukazivalo da je pri pH < 3,0 doslo do hidrolize novostvorene

esterske veze prisutne u spoju 1 te da sama titracija pri nizem pH nije
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reverzibilna. Kidanje esterske veze u kiselim uvjetima (pH < 3) [40] dodatno
je potvrdeno mjerenjem apsorpcijskih spektara u razmaku od 5 dana: iz Slike
18. uocavamo da vrijednosti intenziteta apsorbance nisu jednake, odnosno
povecale su se nakon 5 dana stajanja pri pH = 2,03, sto ukazuje na raspad

produkta te oslobadanje MR.

Raspodjela hidrodinamic¢kog promjera detektiranih agregata spoja 1 i
spoja 2 odredena je CONTIN metodom iz autokorelacijskih funkcija,
izmjerenih tehnikom dinamic¢kog rasprsenja svjetla. Nasumicno gibanje
Cestica unutar tekucdine rezultira fluktuacijom u odredenom vremenskom
intenzitetu rasprSene svjetlosti te se taj signal obraduje formiranjem
autokorelacijske funkcije [41]. S obzirom da se promatrala prisutnost i
veliCina odredenih agregata u otopinama spoja 1 i spoja 2, prije uzimanja
podataka efektivhog promjera utegnutog prema broju detektiranih Cestica,
usporedivane su autokorelacijske krivulje za svako pojedino mjerenje. Valja
napomenuti da je u izmjerenim autokorelacijskim funkcijama, ponegdje
uocena i prisutnost znatno vecih agregata (d > 5 uym), koje su iskljucene iz

statisticke obrade, tj. ,fitanja" Gaussove raspodjele prema formuli:
1 _
n(x) =N X Ax X Eexp(—fﬁ—g)z (4)

gdje su vrijednosti parametara, dakle srednje vrijednosti (u), standardne
devijacije (o), i Sirine razreda Ax, dobivene metodom najmanjih kvadrata u

software-u Data Solver (Excel).

Svaka od raspodjela prikazanih u Slikama 19. - 23. pokazuje nekoliko
moda sa srednjim vrijednostima promjera detektiranih agregata veéim od
150-180 nm. Iz tog se moze pretpostaviti da se radi o vezikulama
(liposomima) [42]. Takoder je uocljivo da povecanjem koncentracije ne dolazi
do trenda rasta veliCine agregata, ve¢ se i pri veéim koncentracijama
detektiraju manje mode veli¢ine u zonama II i III. Kod spoja 1 je to prikazano

pri pH = 3, gdje se kod koncentracije od 1 mM pojavljuju manje vezikule u
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zoni II veliCine oko 320 nm, koje su prisutne i kod manje koncentracije od
0,05 mM. Pri pH = 5 nema velike razlike u detektiranim veli¢inama, dok se
jedino moze istaknuti da se pri najvecoj mjerenoj koncentraciji stvaraju
vezikule s modom oko 1400-1500 nm, dok su pri manjem pH one u IV zoni
oko 1000 nm. Usporedbom rezultata pri pH = 3 od dva sintetizirana spoja,
uocljivo je da se kod spoja 2 javljaju slicne velic¢ine kao i kod spoja 1 pri
svim koncentracijama, odnosno promjeri vezikula variraju od 150 — 1000 nm.
Razlika je uocljiva u najvecem detektiranom promjeru koji kod spoja 2 iznosi
oko 1600 nm, dok se kod spoja 1 pri istoj pH vrijednosti, nalazi pri oko 1000
nm (Tablica 2. i 3.). Stvaranje liposoma iz pojedina¢nih molekula tenzioaktiva
je proces, koji se u najjednostavnijem priblizenju, termodinamicki moze
opisati u dva koraka: prvi je stvaranje dvosloja agregacijom pojedinacnih
molekula pod utjecajem kohezijske sile. Drugi korak je savijanje dvosloja u
sferu pod utjecajem povrSinske napetosti, a ¢emu se odupire elasti¢nost
dvosloja [43].

Kao Sto je veé¢ spomenuto, nije uoCena korelacija izmedu povecdanja
koncentracije sintentiziranih spojeva i promjera agregata, ve¢ se pojava moda
Gaussovih raspodjela u nekoliko zona promjera moze hipotetski pripisati
pojavi multilamelarnih vezikula. Ova pretpostavka temelji se na opazanju zona
u raspodjeli promjera agregata. Prema literaturi, moguce su manje
unilamelarne vezikule (<100 nm) i one vec¢e (>100 nm), kao i strukture u
kojima je jedna ili viSe manjih vezikula formirana unutar jedne vece, te stvara
multilamelarnu strukturu (>500 nm) [10,44]. Stoga, predlozena je hipotetska
interpretacija rezultata DLS, po kojoj su pri svim koncentracijama prisutne
unilamelarne vezikule promjera do 400 nm, koje se zbog gibanja unutar
vodene sredine spajaju i stvaraju vece multilamelarne vezikule i do oko 1600
nm. Kod spoja 1 pri pH = 3, pojava mulitilamelarnih vezikula uocena je za
koncentracije = 0,05 mM, jer su kod najmanje koncentracije prisutne one s

promjerom oko 200 i 400 nm (Tablica 2.). S druge strane, kod spoja 2 su veé
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pri najmanjoj koncentraciji 0,005 mM detektirani promjeri veci od 500 nm Sto
ukazuje na zapocinjanje procesa spajanja u multilamelarne vezikule od oko
600 nm (Tablica 3.). Svakako, ova interpretacija je tek hipoteza, koju bi bilo
moguce provijeriti jedino koristenjem vrlo naprednih eksperimentalnih
tehnika, kao Sto su krio-elektronska mikroskopija ili rasprSenje neutrona pri
malim kutovima (SANS).

Nakon tjedan dana stajanja, uocena je promjena u promjeru
detektiranih vezikula kod oba sintetizirana spoja. Sam proces agregacije
odreden je difuzijom koje je za vele cCestice sporije, zbog Stokesovog
koeficijenta otpora proporcionalnog polumjeru [4]. Zbog toga se vece vezikule
gibaju sporije, unutar vodenog medija. Nakon proteklog vremena, spoj 1
stvara vezikule sa modama u zoni I, II i III, veli¢ina oko 200, 400 i 700 nm
za sve koncentracije do 0,1 mM, dok su pri najvecoj koncentraciji 1 mM
detektirane mode pojavljuju u zoni I, kao moda manje veli¢ine od 31 nm (Slika
22., Tablica 4.). Manja detektirana veli¢ina od 29 nm uocljiva je i kod
koncentracije 0,5 mM. Razlog tome moze biti uspostava ravnoteze u kojoj je
suspenzija zasi¢ena vezikulama, tj. one zauzimaju sav dostupan volumen, a
viSak spoja je ,prisiljen" agregirati u manje agregate. U usporedbi s modama
uocenim u podrucju promjera = 100 nm, ta populacija ne moze biti pridijeljena
istom tipu agregata, te se najvjerojatnije radi o agregatima (micelama ili
¢vrstim nanocesticama) koje, uz vezikule promjera = 100 nm, nastaju pri
koncentracijama = 0,5 mM. Kod spoja 2 se s druge strane nakon tjedan dana
formiraju vezikule veéeg promjera, oko 1810 nm pri najvecoj koncentraciji,
dok se kod manjih koncentracija pojavljuju mode od oko 200 nm < d < 600
nm (Slika 23.,B, Tablica 6.). S obzirom da prvi dan nisu bile prisutne vezikule
> 1000 nm (Slika 23., A, Tablica 5.), moguce je da je zapravo zbog sporijeg
kretanja vezikula dolazi i do sporije uspostave ravnoteznog stanja, odnosno
da se kod spoja 2 josS uvijek nije ostvarila ravnoteza nakon tjedan dana

stajanja. Svakako bi se mjerenja trebala ponoviti nakon duzeg vremena, kako
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bi se uolio mogudi trend i potvrdile navedene karakteristike prilikom
uspostave ravnoteznog stanja. Osim toga, korisno bi bilo i primijeniti druge
tehnike u kombinaciji sa DLS-om, kao na primjer kriogenu transmisijsku
elektronsku mikroskopiju, SANS ili mikroskopiju atomskih sila (AFM), kako bi
se dodatno potvrdila struktura, oblik te veli¢ina stvorenih agregata [11], ali i

utvrdila njihova stabilnost tijekom vremena.

Odredivanje povrsinske aktivnosti sintetiziranih spojeva provedeno je
mjerenjem povrsSinske napetosti na granici faza voda/zrak. Prema rezultatima
prikazanim u Slikama 24. i 25. uoCeno je da ne dolazi do velikog smanjenja
povrSinske napetosti u ovisnosti o koncentraciji, ve¢ su izmjerene vrijednosti
priblizno jednake povrSinskoj napetosti Ciste vode pri svim mjerenim
koncentracijama za spoj 1, dok se kod spoja 2 one nesSto smanjuju na
koncentraciji 0,5 mM te ostaju konstantne na vecéim koncentracijama. Ti
rezultati ukazuju na slabu adsorpciju sintentiziranih spojeva na medupovrsinu.
Takoder kod spoja 1 promjena pH ne igra ulogu u mijenjanju povrsinske
aktivnosti, Sto moze biti razlog sintetiziranja spojeva koji u vodenoj otopini
djeluju kao neionski surfaktanti. Valja napomenuti da su mjerenja pri
razliCitim pH vrijednostima provedene u razmacima od nekoliko dana, pri
¢emu se razlike u izmjerenim vrijednostima mogu pridijeliti i razlikama u
relativnoj vlaznosti zraka [45]. Osim toga, kod ovih spojeva nije moguce
odrediti to¢nu kriticnu koncentraciju agregacije, kao ni topljivost mjerenjem
povrSinske napetosti, jer su sintetizirani spojevi zapravo povrsinski neaktivni
spojevi, ali se zbog detekcije agregata DLS metodom moze pretpostaviti da je

topljivost ispod 0,005 mM za spoj 1, te ispod 0,001 mM za spoj 2.

Ovisnost povrsinske napetosti na granici faza voda/zrak, prikazana u
Slikama 24. i 25., ponesto se razlikuje za spoj 1, odnosno spoj 2, pa je te
rezultate potrebno prvo promotriti odvojeno. Za spoj 1 (Slika 24.) se u
promatranom rasponu koncentracija (0 - 1 mM) ne uocava promjena

povrsSinske napetosti, ve¢ ona u granicama pouzdanosti mjerenja, ostaje
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priblizno jednaka vrijednosti izmjerenoj za Cistu vodu (70,5 - 75,0 mN/m,
ovisno o uvjetima). Izostanak ovisnosti povrSinske napetosti o koncentraciji
je jednak za mjerenja provedena pri razli¢itim pH vrijednostima. Uo¢enu nesto
vecu povrsinsku napetost izmjerenu za uzorke pri pH = 5,4 vjerojatno valja
pripisati razli¢itoj relativnoj vlaznosti zraka [45]. S druge strane, za spoj 2
pri pH = 3, povrsinska napetost ponesto ovisi o koncentraciji spoja na nacin
prikazan u Slici 25. Pri koncentracijama u rasponu 0,05 - 0,10 mM,
povrsinska napetost se smanjuje (umetak, Slika 25.), medutim, u rasponu
0,10 - 0,20 mM ponovo raste do vrijednosti izmjerene za Cistu vodu. Moguce
je zakljuciti da se u prvom rasponu spoj 2 adsorbira na medupovrsinu
voda/zrak, a u drugom desorbira. Zatim, u rasponu 0,20 - 0,50 mM,
povrSinska napetost se smanjuje do vrijednosti oko 58,5 mN/m, sto ponovo
znaci adsorpciju na medupovrsinu, a pri ve¢im koncentracijama (> 0,5 mM),
povrSinska napetost ostaje konstantna pri navedenoj vrijednosti.
Pretpostavimo li da se adsorpcijska ravnoteza uspostavlja izmedu otopljenih
molekula spoja 2 u vodenoj fazi te medupovrsine, mogli bismo zakljuciti da
u rasponu 0,10 - 0,20 mM dolazi do desorpcije zbog stvaranja agregata u
unutrasnjosti vodene faze, u kojima su molekule spoja 2 termodinamicki
stabilnije nego u otopini. Pri nizim koncentracijama, proces agregacije je
vjerojatno nepovoljan zbog utjecaja Laplaceovog tlaka koji pomaze
odrzavanju prezasic¢ene otopine, tj. koncentracija spoja je niza od kriticne
koncentracije nukleacije [4]. Ponovno smanjenje povrSinske napetosti moze
biti uzrokovano vezanjem dvosloja ili unilamelarnih vezikula na medupovrsinu,
sve do koncentracije oko 0,5 mM, nakon koje viSe ne dolazi do vezanja na
medupovrsinu voda zrak (vjerojatno zbog njenog zasi¢enja) te pri kojoj
mjerenja DLS pokazuju nastajanje vecih agregata spoja 2 (> 1500 nm).
Dakle, za spoj 2, rezultati DLS i mjerenja povrSinske napetosti pokazuju
odredenu korelaciju u odnosu na koncentraciju spoja, koja upucuje na

kompleksnost ravnoteza u tom sustavu. Za spoj 1 nije uocena ovisnost
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povrsinske napetosti o koncentraciji, ali niti nastajanje agregata >1000 nm,
pa je pretpostavka da u tom sustavu nukleacija ne predstavlja energetsku
barijeru za nastajanje agregata (vezikula), ve¢ one nastaju i pri najmanjim
koncentracijama. Iz svega navedenog, dalo bi se pretpostaviti da je
povrSinska napetost na povrsSini vezikula, znatno veca za spoj 2, sto i korelira

s njegovom znatno vecom hidrofobnos¢u.

Potenciometrijska titracija spoja 1 provedena je s ciljem odredivanja
krivulje naboja u ovisnosti o pH te iz nje, pKa vrijednosti. Prema izracunu
provedenom pomocu programa Marvin Sketch (21.18.0., ChemAxon Ltd.), za
spoj 1 predvideno je da promjenom pH otopine, dolazi do protonacije na
dimetilaminskoj skupini, pri ¢emu bi za taj dusSik mikroskopska konstanta
deprotonacije iznosila pKa = 3,6 (Slika 37.), a Sto bi svakako moralo biti
detektirano i u eksperimentalnoj krivulji naboja. Prema literaturi Z. Jian-Hua
i suradnika [26], MR se takoder protonira i na azo skupini, sto bi onda trebalo
vrijediti i za spoj 1, ali se zbog predikcije u Marvin Sketch fokus stavio samo
na protonaciju amino dusika, koja je prema koristenom programu potvrdena

kao moguda, iako ne mozemo biti potpuno sigurni u njezinu to¢nost.
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Slika 37. Predvidena protonirana struktura (lijevo) i titracijska krivulja (desno) spoja 1,
dobivena pomocu programa Marvin Sketch (21.18.0., ChemAxon Ltd.)

Sukladno tome, provedena je potenciometrijska titracija pri razlicitim
ionskim jakostima (1 mM, 50 mM, 100 mM), no krivulja naboja prikazana u
Slici 26. prikazuje da u pH rasponu (4 < pH < 10) ne dolazi do protonacije.
Takoder tijekom samog eksperimenta nije doslo do promjene boje, ve¢ je u
cijelom pH rasponu suspenzija ostala zuto-narancasta. Stoga je moguce
zakljuciti da je predikcija pomocu programa Marvin Sketch pogresna, a
sintetizirane spojeve mozemo smatrati neionskim spojevima. S obzirom da u
vodi tvore agregate tipa vezikula, te da je za spoj 2 izmjerena slaba (za spoj
1 nikakva) povrSinska aktivhost, ne mozemo ih smatrati pravim
surfaktantima, zbog preslabe polarnosti MR u tim spojevima. S obzirom na to
da je spoj 2 bitno slabije topljiv u vodi, a krivulja naboja za spoj 1 je jasno

odredena, provedba potenciometrijske titracije za spoj 2 nije provedena
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(takoder, razlog je i Stednja elektroda, na koje se ovi spojevi vrlo jako

adsorbiraju te im Stete).

Osim naboja, u programu Marvin Sketch proveden je izracun za
dobivanje logP vrijednosti kao dodatan hipotetski pokazatelj topljivosti
sintetiziranih spojeva. IzraCunato je (pomoc¢u programa) za spoj 1 da logP
iznosi 6,70 (Slika 38., lijevo), dok za spoj 2 iznosi 9,37 (Slika 38., desno). To
ukazuje na vrlo malu topljivost spojeva u vodi i veliku lipofilnost, odnosno
eksperimentalno bi bilo jako tesko odrediti koncentraciju pri kojoj su navedeni

spojevi topljivi u vodenom mediju, a time i logP.

logF = 6,70 logP = 8,37

Slika 38. Prikaz strukture i izraCunate logP vrijednosti za spoj 1 (lijevo) i spoj 2 (desno),
dobivenih pomoc¢u programa Marvin Sketch (21.18.0., ChemAxon Ltd.).

Mjerenje kontaktnog kuta provedeno je kao test za silanizaciju povrsine
stakalca kovalentnim vezanjem trimetoksi(oktadecil)skupina, koja su kasnije
koriStena za fizisorpciju sintetiziranih spojeva. Uspjesnost fizisorpcije je
provjerena i mjerenjem apsorpcijskih spektara za spoj 1, spoj 2 i MR. Iako

su izmjerene vece apsorpcije na silaniziranim stakalcima, jos uvijek nije velika
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razlika u odnosu na nesilanizirana, odnosno samo jetkana stakalca. Razlog
tome moze biti Sto je kontaktni kut nakon silanizacije i dalje manji od 90 °C,
Sto upucuje na to da nakon silanizacije, oktadecilne skupine ne prekrivaju u
potpunosti povrsinu. Sukladno tome, nece biti niti veéa povrSinska
koncentracija jer sintetizirani spojevi nemaju dovoljno veliku mogucnost
ostvarivanja interakcija sa silaniziranim skupinama na povrsini stakalca. Bolja
apsorpcija mogla bi se ostvariti koristenjem drugih silanskih skupina, odnosno
silana s kra¢im lancem (npr. C8, a ne C18) jer bi manji lanci stvarali manje
stericke smetnje prilikom kovalentnog vezanja na povrsinu stakalca, pa bi se
i u vecoj mjeri samo staklo silaniziralo, sto bi onda u konacnici trebalo potvrditi
mjerenjem kontaktnog kuta, koji bi oCekivano bio vedi ili barem priblizno
jednak 90 °. Sam eksperiment proveden je kao svojevrsna proba budude
primjene sintetiziranih spojeva. S obzirom da metil crveno nalazi primjenu u
detekciji sposobnosti odredenih bakterija za proizvodnju i odrzavanje kiselih
uvjeta fermentacijom glukoze, pripremljene plocice mogle bi se takoder
koristiti u tu svrhu [27]. Prethodnim eksperimentima potvrdeno je da se spoj
1 u kiselim uvjetima na pH < 3 raspada, Sto bi onda znacilo da bi kontaktom
sa kiselom sredinom dosSlo i do skidanja spoja sa stakalca te potvrdom

prisutnosti mlijeCne, octene i mravlje kiseline razgradnjom piruvata.

67



6. Zakljucak

U provedenom istrazivackom radu po prvi puta sintetizirana su dva
derivata indikatora metil crveno reakcijom supstitucije haloalkana na
karboksilnoj skupini. Kao potvrda sinteze novih derivata koriStena je NMR i
FTIR-ATR spektroskopija. Fizikalno-kemijske karakteristike sintetiziranih
spojeva te njihovo ponasanje kao amfifilnih molekula unutar vodene otopine
ispitane su mjerenjem i analizom UV-VIS spektara, potenciometrijskom
titracijom, mjerenjem dinamickog rasprSenja svjetlosti te povrSinske
napetosti, kao i mjerenjem uspjesnosti vezanja na silanizirana stakalca, u
svrhu potencijalne buduce primjene novih spojeva. Provedeni eksperimenti
spojeva unutar koloidnih suspenzija regulirani su pri to¢no odredenim

koncentracijama i pH vrijednostima.

Tijekom sinteze novih spojeva, promijenjen je omjer otapala tijekom
procCiS¢avanja, te je smanjena kolicina dodanog reaktanta pa je time
optimizirana sinteza derivata. Spektroskopska svojstva spojeva analizirana su
u UV-VIS podrucju elektromagnetskog zracenja gdje se za otopine u metanolu
i oktanolu uocava trend praéenja Beer-Lambertovog zakona, dok se on gubi
za uzorke pri razliCitim pH vrijednostima unutar suspenzija. Pomaci u
apsorpcijskim vrpcama rezultat su promjene elektronskih stanja i rasprsenja
uzrokovanog stvaranjem agregata. Mjerenjem veliCine stvorenih agregata
uocavaju se razliciti rasponi veliCina prisutni kod svih mjerenih koncentracija,
¢ime se ne uocava ovisnost veliCine o koncentraciji, kao ni utjecaj pH na
stvorene agregate. Derivat s krad¢im lancem formira vezikule koje u krace
vrijeme postizu stabilizaciju u odnosu na onaj s duzim lancem. Njihova
asocijacija i termodinamicka stabilizacija uvjetovana je prisutnim
meduvezikularnim interakcijama te utjecajem topljivosti koja ovom metodom
nije potpuno odredena vec se pretpostavija da je topljivost <0,005 mM.

Izmjerena povrsinska napetost ne pokazuje ovisnost o koncentraciji za spoj
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1, dok se povecanjem koncentracije spoja 2 ona minimalno smanjuje zbog
vezanja na povrsSinu voda/zrak i privlacenja repa van der Waalsovim silama
na povrsinu. Potenciometrijska titracija ukazuje da su novi derivati neionski
tenzioaktivi, u startu zbog slabe topljivosti glave, a onda i produljenjem lanca
se ta topljivost jos vise smanjuje te ju je tesko i odrediti. Potvrdeno je da novi
spojevi, iako stvaraju agregate unutar vodene otopine, ipak ne mogu djelovati
kao pH indikatori zbog nemoguénosti protonacije/deprotonacije. Vezanje na
hidrofobno silanizirano staklo je u odredenoj mjeri moguce, pa bi tako
pripremljena stakalca mogla pronadi upotrebu u razli¢itim testovima detekcije
odredenih bakterija i mikroorganizama. Za nastavak ovog eksperimenta
potrebno je optimizirati postupak CiS¢enja stakalca i koristiti krace silane kako

bi hidrofobnost, a time i vezanje spojeva bilo uspjesnije.

Ovim radom pokazano je da koriStene tehnike nisu u potpunosti
uspjesne u odredivanju topljivosti spojeva, Sto je posljedica koristenja
nedovoljno topljive boje kao polaznog spoja. Ipak rezultati mogu posluziti za
daljnja ispitivanja, gdje bi se tehnikama kriogene mikroskopije dodatno
potvrdila veli¢ina i oblik stvorenih agregata. Takoder zanimljivo bi bilo
promatrati spojeve kroz duze vrijeme s ciljem uvida u njihovu stabilizaciju.
Osim toga, odredene promjene u strukturi spojeva mogle bi imati utjecaj na
fizikalno-kemijska svojstva u vodenim otopinama, ¢ime bi se samo prosirilo
podrucje upotrebe amfifilnih boja kako u tehnoloSkim procesima, tako i u

biomedicinskim primjenama.
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8. Dodatni materijali
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Slika 1. 'H NMR spektar (A) i 13C NMR spektar (B) spoja 1.
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Slika 2. 'H NMR spektar (A) i 3C NMR spektar (B) spoja 2.
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Slika 3. 'H NMR spektar neprociS¢enog spoja 2.
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Slika 4. 13C NMR spektar metil crvenog.
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Slika 5. FTIR-ATR spektar metil crvenog.
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Slika 6. FTIR-ATR spektar spoja 1.
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Slika 7. FTIR ATR spektar spoja 2.
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