Jelena Bogojevié

Optimizacija postupka
hromatografskog odvajanja
kompleksa Cu(Il) sa
Sifovim bazama u
uslovima hromatografije na
tankom sloju (TLC)

Optimizacija hromatografskog postupka odvajanja
kompleksa Cu(Il) sa Sifovim bazama obuhvata izbor
optimalnog sorbent-eluent sistema koji bi najuspe-
Snije odvojio Sest helatnih kompleksa B-ketoiminato
tipa, tj. kompleksa u kojima je ligand Sifova baza.
Ispitivani helatni ligandi dobijeni su kondenzacijom
diamina i odgovarajuceg B-diketona; sintetisani su
bakar(Il) kompleksi sa helatnim ligandima koji sadrZe
1,2-diaminoetan ili 1,2-diaminopropan kao aminski
deo i pentan-24-dion ili 1-fenil-2,4-pentan-dion,
kao B-diketon. Razdvajanje je vrSeno u uslovima
tankoslojne hromatografije primenom sledecih sor-
benata: celuloze, silika—gela, silika—gela RP-18 i
eluenta: dvokomponentnih rastvaraca
razlicite polarnosti. Sistem za odvajanje koji se
pokazao kao najefikasniji, je sistem u kome je kao
sorbent primenjen silika-gel RP-18, a kao eluent
hloroform ili dvokomponentni sistem toluen-acetoni-
tril (1:1, v/v), odnosno dihlormetan-ugljentetrahlo-
rid (4:1, v/v).

mono- i

Uvod

Tankoslojna hromatografija (TLC — Thin Layer
Chromatography) se moZze uspes$no primeniti za raz-
dvajanje strukturno sli¢nih supstanci (supstanci sa
slicnim fizicko-hemijskim osobinama), kao i za izo-
lovanje, identifikaciju i odredivanje komponenata u
smeSi. Mehanizmi koji dovode do odvajanja u us-
lovima tankoslojne hromatografije su adsorpcija i
particija. Adsorpcija omogudava da supstanca bude
privucena od strane sorbenta, zbog gradenja vodo-
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ni¢ne veze, Van der Vaalsovih sila ili interakcije sa
T-elektronskim oblakom (u zavisnosti od strukture
primenjenog sorbenta i strukture odvajanih supstan-
ci), dok particija omogucava odvajanje supstance na
osnovu raspodele izmedu dve ili viSe faza u zavisno-
sti od njene rastvorljivosti, tj. od koeficijenta raspo-
dele koji definiSe raspodelu supstance izmedu faza.

U tankoslojnoj hromatografiji mozemo razliko-
vati normalno-faznu hromatografiju, kod koje je sor-
bent polaran u odnosu na rastvarac, i reverzno-faznu,
kod koje je sorbent nepolaran u odnosu na rastvarac.

Zahvaljujudi jednostavnosti izvodenja, brzini, Ci-
njenicama da je za analizu potrebno malo uzorka i
da je metoda jeftina, postala je jedna od najzastu-
pljenijih analitickih metoda.

Nakon razvijanja hromatograma izra¢unava se
retencioni faktor (Rr) primenom slededeg izraza:

Rp=alb,

gde je a — predeni put rastvaraca, a b — predeni put
ispitivane supstance.

Retencioni faktor, Rr, definiSe pokretljivost ispi-
tivanih kompleksa pri primenjenim uslovima hroma-
tografskog odvajanja.

Kako je Rr vrednost prema ovom obrascu vred-
nost izraZzena kao decimalni broj, radi preglednosti,
uobicajeno je da se ona tabelarno prikazuje tako §to
se izracunava hRfF vrednost, to jest:

hRF = RF X 100.

hRpF moZe da ima vrednosti od O do 100. U slucaju
kada je hRF = 100 u tabele se unosi oznaka F, §to
znaci da se ispitivana supstanca “krece” sa frontom
rastvaraca.

Pored retencionog parametra AR Koristi se i Ry
vrednost. Retencioni faktor Ry je parametar koji se
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koristi pri grafickom prikazivanju rezultata. Izracu-
nava se primenom izraza (Chohan et al. 2006):

Ry = log (/R — 1)

Zahvaljujuéi ovom retencionom parametru, kroz
ratunanje ARy vrednosti moZemo da raunski pro-
verimo uspeSnost odvajanja supstanci koje posma-
tramo. Ry vrednosti se racunaju kao:

ARy (i — j) = Rmi — Ruyj,

i=1,213;j=4,516.

Radi postizanja boljeg odvajanja nekad je po-
godno razvijanje hromatograma dvokomponentnim
sistemima pribliZzne polarnosti monokomponentnom
sistemu koji je primenjen za odvajanje. Primena
dvokomponentnog sistema za razvijanje omogucava
pojavu oba mehanizma odvajanja, i adsorpcionog i
particionog, $to u nekim slucajevima dovodi do us-
pesnijeg odvajanja ispitivanih supstanci. Obrazac
koji nam daje moguc¢nost da napravimo smesu odgo-
varajuce polarnosti, pri ¢emu su nam poznate polar-
nosti komponenata smesSe se dobija po obrascu:

Py XVi+P,X V=P

P1 je polarnost prvog organskog rastvaraca a Vi
njegova zapremina, Py je polarnost drugog organ-
skog rastvaraca a V2 je njegova zapremina.

Sifove baze su jedinjenja koja nastaju konden-
zacijom aldehida/ketona sa sekundarnim amino-gru-
pama. Sifove baze, kao i njihovi kompleksi, imaju
sposobnost da reverzibilno vezuju kiseonik (Jones et
al. 1979), katalizuju hidrogenizaciju olefina (Olive i
Olive 1984), ucestvuju u transferu amino grupe
(Dugas i Penney 1981), imaju fotohromne (Marge-
rum i Miller 1971), antibakterijske i antifungicidne
osobine (Raman et al. 2003). Njihova struktura
omogucava, uvodenjem razli¢itih supstituenata, do-
bijanje model sistema na kojima se mogu posmatrati
razli¢iti uticaji na gore navedene osobine (Mohamed
2006; Singh i Varshney 2006; Chohan et al. 2006).

Karakteristicna obojenost ovih kompleksa daje
moguénost vizuelne detekcije, ¢ak i malih koli¢ina
supstance, $to dodatno pojednostavljuje tehniku rada
i dovodi do povecanja brzine detekcije.

Cilj ovog rada je bio izbor optimalnog sorbent-
eluent sistema koji bi najuspe$nije odvojio Sest helat-
nih kompleksa [-ketoiminato tipa, tj. kompleksa u
kojima je ligand Sifova baza.
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Materijal 1 metode

Ispitivani su bakar(IT) kompleksi sa helatnim li-
gandima koji sadrze 1,2-diaminoetan ili 1,2-diamino
-propan kao aminski deo i pentan-2,4-dion ili 1-
fenil-2 4-pentan-dion, kao ﬁ—diketon. Sastav ispiti-
vanih kompleksa prikazan je na slici 1 i tabeli 1.

B
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Slika 1. Sastav Cu(IT) kompleksa -ketoiminato tipa

Figure 1. Structure of the investigated Schiff base

Tabela 1. Sastav ispitivanih Cu(IT) kompleksa -
ketoiminato tipa. Redni brojevi (rb) predstavljaju
oznaku kompleksa na slici 1.

ok R R’ B kompleks

1. CH3 CH3z CH;CH; Cu(acaca en)

2. CHz CgHs CH2CH2 Cu(acacphacac en)
3. Ce¢Hs CgHs CH>CHy Cu(phacacy en)

4. CH3 CH3 CH(CH3)CH; Cu(acacy pn)

5. CH3 CegHs CH(CH3)CH; Cu(acacphacac pn)
6. C¢Hs CeHs CH(CH3)CH, Cu(phacacz pn)

acac — acetilacetonato
phacac — fenilacetilacetonato

Nazivi ispitivanih jedinjenja (slika 1 i tabela 1):
1. Acetilacetonato-etilendiimino-bakar(Il) kom-
pleks
2. Acetilacetonato-fenilacetilacetonato-etilendi
imino-bakar(Il) kompleks
3. Fenilacetilacetonato-etilendiimino-bakar(II)
kompleks
4. Acetilacetonato-propilendiimino-bakar(Il) ko-
mpleks
5. Acetilacetonato-fenilacetilacetonato-propilen
diamino-bakar(Il) kompleks
6. Fenilacetilacetonato-propilendiimino-
-bakar(II) kompleks
Ispitivani kompleksi su svrstani u dve serije u
odnosu na diaminski deo koji se nalazi u ligandu.
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Pri ispitivanju njihovog hromatografskog ponaSanja
pri optimizaciji postupka odvajanja posmatrani su
analogi kompleksi 114,215,316, dok se kom-
pleksi 112,213,3i14,415,51 6, oznacavaju
kao susedni.

Pre nego $to se pristupi odvajanju kompleksa
Cu(ll) sa Sifovim bazama primenom tankoslojne
hromatografije, neophodno je paZljivo izabrati
stacionarnu (sorbent) i mobilnu (razvija¢) fazu kao
bi odvajanje bilo uspes$no, tj. neophodno je izvrsiti
optimizaciju postupka hromatografskog odvajanja.

Rad je sastavljen iz dva dela. U prvom delu
rada za razvijanje hromatograma su primenjeni
monokomponentni razvija¢i. Posmatrano je hroma-
tografsko ponaSanje kompleksa Sifovih baza u hro-
matografskom sistemu, gde je kao stacionarna faza
primenjen silika-gel, silika-gel RP-18 i celuloza.
Sastav, kao i polarnosti primenjenih monokompo-
nentnih razvijaca su date u tabeli 2.

Tabela 2. Polarnost upotrebljenih rastvaraca

Rastvarac Polarnost
cikloheksan 1,3
ugljentetrahlorid 1,8
ksilen 2,5
hloroform 4,1
aceton 5,1
etanol 4,3
toluen 24
benzen 2,7
n-butanol 39
etil-acetat 4.4
cikloheksanon 4,7
aceton 5,1
benzil alkohol 5,7
acetonitril 5.8

Pre nanoSenja polaznih mrlja na sorbent, ispi-
tivane supstance su rastvarane u hloroformu. Nano-
Senje mrlja vrSeno je mikrokapilarama zapremine
0.5 UL. Pre razvijanja hromatograma kadice u ko-
jima je vrSeno razvijanje hromatograma su sicene
parama rastvaraca u toku 5 minuta.

Drugi deo rada obuhvata pronalaZenje odgova-
rajudeg sistema za uspeSno odvajanje, pri emu je
mobilna faza dvokomponentna, tj. mobilna faza je
bila smeSa dva rastvaraca u pogodnim zapremin-
skim odnosima. Pogodan zapreminski odnos je od-
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nos koji omogucdava da smeSa ima pribliznu polar-
nost kakvu poseduje monokomponentni razvijac
koji je izvrSio najuspeSnije odvajanje ispitivanih
jedinjenja.

Rastvaraci koji su kombinovani da bi se dobio
dvokomponentni razvija¢, kao i odnosi u kojima su
pomesani su dati u tabeli 3.

Tabela 3. Primenjene smeSe dva rastvaraca u
adekvatnom zapreminskom odnosu

<
<

Dvokomponentni razvijaci

Trietilamin — anilin
n-butanol — etanol

n-butanol — acetonitril
n-butanol — etil-acetat
Toluen — acetonitril

Toluen — etanol

Ksilen — benzil alkohol
Ksilen — etanol

Benzen — cikloheksanon
Dihlormetan — aceton
Dihlormetan — ugljentetrahlorid
Etilenhlorid — cikloheksanon

e S TS I N TN 5'S BN e B
e e e B = SN o B N

Ispitivane komplekse Cu(Il), ¢ija je struktura
prikazana u tabeli 1 sintetisala je dr Rada BaoSi¢ na
Katedri za analiticku hemiju Hemijskog fakulteta,
Univerziteta u Beogradu.

Kao sorbenti, u ovom radu, su upotrebljeni:

— silika-gel, TLC aluminuim sheets 20X20,
MERCK

— silika-gel RP-18, TLC aluminuim sheets
20x20, MERCK

— celuloza, TLC aluminuim sheets 20Xx20,
MERCK

Kao razvijaci primenjeni su slededi rastvaraci:

cikloheksan, ugljentetrahlorid, ksilen, hloroform,

aceton, etanol, toluen, benzen, n-butanol, etil-acetat,

cikloheksanon, acetonitril, trietilamin, anilin, benzil-

alkohol, dihlor metan i etilen hlorid. Svi upotre-
bljeni rastvaraci bili su p.a. kvaliteta.

Rezultati 1 diskusija

Dobijene hRp-vrednosti (RFX100) ispitivanih
jedinjenja koje su dobijene primenom celuloze kao
sorbenta su prikazane u tabeli 4.
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Tabela 4. Dobijene hRp-vrednosti ispitivanih
kompleksa na celulozi

C U K H A E
Cu(acacz en) 0O F 8 F F F
Cu(acacphacacen) 0 F 8 F F F
Cu(phacacy en) 0 F O F F F
Cu(acacz pn) 0O F 91 F F F
Cu(acacphacacpn) 0 F 94 F F F
Cu(phacaca pn) O F 79 F F F

C - cikloheksan, U — ugljentetrahlorid, K — ksi-
len, H — hloroform, A — aceton, E — etanol

Izracunate hRp-vrednosti (RpX100) ispitivanih
jedinjenja koje su dobijene primenom silika-gela
RP-18 kao sorbenta su prikazane u tabeli 5.

Tabela 5. Dobijene hRp-vrednosti ispitivanih
kompleksa na silika-gelu RP-18

C U K H A E

Cu(acacz en) 0 12 12 55 83 72
Cu(acacphacac en) 0 20 5 40 75 88
Cu(phacacy en) 0 0 30 83 94 0

Cu(acacz pn) 21 13 30 72 86 70
Cu(acacphacac pn) 12 16 43 80 86 75
Cu(phacaca pn) 9 28 60 90 86 67

C - cikloheksan, U — ugljentetrahlorid, K — ksi-
len, H — hloroform, A — aceton, E — etanol

Izracunate hRp-vrednosti (RFx100) ispitivanih
jedinjenja koje su dobijene primenom silika-gela su
prikazane u tabeli 6.

Tabela 6. Dobijene hRp-vrednosti ispitivanih
kompleksa na silika-gelu

C U K H A E
Cu(acaca en) 0 6 15 48 60 67
Cu(acacphacac en) 0 9 9 43 83 170
Cu(phacacy en) 0 0 9 54 92 83
Cu(acaca pn) 0 18 18 43 81 80
Cu(acacphacac pn) 0 12 12 39 89 82

o

30 30 66 81 77

C - cikloheksan, U — ugljentetrahlorid, K — ksi-
len, H — hloroform, A — aceton, E — etanol

Cu(phacaca pn)
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Nakon razvijanja hromatograma posmatranjem
dobijenih ARF vrednosti u tabelama 4, 5 i 6 se moZe
zakljuditi da je uspeS$no odvajanje ispitivanih kom-
pleksa postignuto sistemom u kome je kao sorbent
primenjen silika-gel RP-18, a kao mobilna faza hlo-
roform. Ovde je postignuta najbolja razlika u hRF
vrednostima izmedu susednih kompleksa kao i
pravilnost u odvajanju analogih kompleksa.

Pravilnost koja postoji u odvajanju kompleksa 1-
3, kao i 4-6 (dve serije) moZe se prikazati graficki
(slika 2). Na x-osu se nanosi broj metil-grupa supsti-
tuisanih fenil-grupama (n = 0, 1 i 2), a na y-osu re-
tencioni parametar, Ry. Kada je n = 0 kompleks ne
sadrzi kao supstituent fenil-grupu, kada je n = 1
prisutna je jedna fenil-grupa,a kada je n = 2 prisutne
su dve fenil-grupe.

1.0 -

Slika 2. Zavisnost Ry-vrednosti od broja metil-grupa
supstituisanih fenil-grupama (hromatografski sistem
silika-gel RP-18 / hloroform)

Figure 2. Dependence between Ry values and number
of substituted methyl groups

Primenom regresione analize izraCunati su fak-
tori odvajanja. UspeSno odvajanje ispitivanih jedinj-
enja moZe da se prati i izraCunavanjem i poredenjem
separacionih faktora, odnosno faktora odvajanja. Na
taj nacin moze da se kvantifikuje uspes$no odvajanje,
jer Sto je veci separacioni faktor i samo odvajanje
posmatranih jedinjenja jedne serije je bolje. Takode
se moZe posmatrati uspeSnost odvajanja analogih
kompleksa na osnovu izra¢unavanja separacionih
faktora kao razlike u njihovim Ry vrednostima. Pos-
matranjem analognih kompleksa (1-4, 2-5 i 3-6)
moZe da se zaklju¢i da je postignuto njihovo
uspeS$no odvajanje. Dobijene su sledece vrednosti:
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ARy (1-4) = 0.31

ARy (2-5) = 0.14

ARy (3-6) = 0.27

Zahvaljujuéi ovim podacima dobijena je i racun-
ska potvrda onoga $to je vizuelno uoceno i odredeno
retencionim faktorima nakon razvijanja hromato-
grama, tako da sistem silika-gel RP-18 — hloroform
i treba odabrati kako bi se uspesno odvojili komplek-
si Cu(Il) sa Sifovim bazama.

U sistemu sorbent — dvokomponentni eluent od
svih mogucénosti koje su ispitane najbolje odvajanje
je postignuto, ako se za razvija¢ odabere neka od
sledeéih smeSa: toluen-acetonitril (1:1, v/v) i dihlor-
metan-ugljentetrahlorid (4:1, v/v).

Vrednosti razdvajanja u sistemu toluen-acetoni-
tril (1 : 1, v/v) izmedu analogih kompleksa (1-4, 2-5,
3-6) su sledece:

ARy (1-4) = 0.12

ARpm (2-5) = 043

ARum (3-6) = 0.31

Vrednosti razdvajanja u sistemu dihlormetan-
ugljentetrahlorid (4 : 1, v/v) izmedu analogih kom-
pleksa (1-4, 2-5, 3-6) su sledece:

ARy (1-4) = 0.17

ARy (2-5) = 0.14

ARy (3-6) = 0.12

Jedan od znacajnih faktora koji ima uticaja na
izbor optimalnog hromatografskog sistema za odva-
janje je svakako struktura samih kompleksa. Na-
jmanje Rf vrednosti imaju prvi i Cetvrti kompleks
zbog prisustva metil-grupa, drugi i peti imaju veéu
pokretljivost, dok treci i Sesti imaju najviSe hRp-
vrednosti, jer kao supstituente poseduju fenil-grupe.

Zakljucak

Na osnovu eksperimentalnih podataka dobijenih
primenom hromatografije na tankom sloju i njihove
analize primenom matematic¢kih relacija moZe se
zakljuciti koji hromatografski sistem zadovoljava
zadati kriterijum da izvrSi najuspeSnije odvajanje.

Ispitivanih kompleksa bakra sa Sifovim bazama,
Sistem za odvajanje koji se pokazao kao najefikas-
niji je sistem u kome je sorbent silika-gel RP-18,
mobilna faza hloroform ili toluen-acetonitril (1:1,
v/v), odnosno dihlormetan-ugljentetrahlorid (4:1,
v/v). Ovi sistemi bi eventualno mogli da se primene
i za odvajanje strukturno sli¢nih jedinjenja skupljim,
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znatno preciznijim i reproduktivnijim metodama,
kao $to je npr. HPLC.

Zahvalnost. Veliku zahvalnost dugujem mentoru
dr Radi Baosié, docentu Hemijskog fakulteta Uni-
verziteta u Beogradu, koja je predloZila temu ovog
rada, odgovarala na sva moja pitanja, puno me nau-
¢ila 1 najbitnije od svega, bila uz mene u svakom tre-
nutku pruZajuéi mi veliku sigurnost i podrsku.
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Jelena Bogojevi¢

Optimization of Chromatographic
Methods for Separation of Some
Schiff Base Complexes Copper(Il) by
Thin Layer Chromatography

Thin layer chromatography is successful in sepa-
ration of similar substances, as well as the identifi-
cation and finding of compounds in mixtures. This
method is simple, fast and relatively inexpensive. In
this project the best combination of a solvent and
mobile phase was chosen, which would make the
most successful separation of six chelate complexes
in which the Schiff base is used as a ligand. In Fig-
ure 1 the structure of the investigated complexes is
shown.

Literature data points out that Schiff bases and
complexes are interesting because of their properties,
such as the ability to reversibly bind oxygen (Jones
et al. 1979), catalytic activity in hydrogenation of
olefins (Olive and Olive 1984), transfer of an amino
group (Dugas and Penney 1981), photochromic pro-
perties (Margerum and Miller 1971), completing
ability towards some toxic metals, antibacterial and
antifungicidal properties (Raman et al. 2003). More-
over, the Schiff base complexes can be greatly modi-
fied by introducing different substituents (Mohamed
2006; Singh and Varshney 2006; Chohan et al.
2006).
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This project was composed of two parts. In the
first one a mono-component mobile phase was used,
and in the second part of this project a two-compo-
nent mobile phase was used for developing the chro-
matographic system. Silica gel, silica gel-RP-18 and
cellulose were taken for sorbents.

The most successful separation was obtained un-
der the conditions where the solvent was silica RP-
18 and the mobile phase was chloroform. There was
an accurate separation between complex 1-3 and
complex 4-6 (two series) which can be seen in Fig-
ure 2. On the x-axis the number of methyl groups
which are substituted with phenyl-groups (n = 0, 1,
2) is shown, and on the y-axis the retention parame-
ter Ry is presented. For n = 0 the complex does not
have a methyl group, when n = 1 the complex has
one phenyl group and when n = 2 the complex has
two methyl groups.

Contemplating the analogous complexes, we
conclude that their successful separation is achieved.

ARy (1-4) = 031

ARy (2-5) = 0.14

ARy (3-6) = 0.27

The above given results are in accordance with
the chromatographic behavior of the investigated
compounds. It can be concluded that the system
chloroform-silica RP-18 should be chosen for the
separation of Schiff base complexes of copper(Il).

In the system sorbent-two component mobile
phase the successful separation was obtained when
separation was performed on silica RP-18 by: tolu-
ene-acetonitrile (1:1, v/v) or methylenchloride-car-
bontetrahloride (4 : 1, v/v).

O
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