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Introducere

Fluoroforii sunt molecule organice cu proprietéti optice deosebite care le confera aplicatii in
domenii precum chimia materialelor, biochimia, biologia sau chimia mediului. Modificarea
caracteristicilor de emisie, prin varierea structurald, dar si a conditiilor experimentale poate fi
rezultatul a diferite procese intermoleculare si intramoleculecare precum: transfer intramolecular de
protoni (ESIPT), agregare moleculara (AIE, ACQ), izomerizare, etc. la ora actualda fiind
binecunoscute toate aceste mecanisme de apartiei a luminescentei la iradierea cu lumina din
ultraviolet si vizibil.

Teza de doctorat “Comutatori organici fotoluminescenti s§i paramagnetici” prezinta
rezultatele obtinute cu privire la sinteza si studiul proprietatilor optice, in special referitoare la emisia
de fluorescentd, ale unor derivati divers substituiti din clasele N-acilhidrazonelor, heterociclurilor
oxadiazolice si nitroxizilor profluorescenti. In acest scop au fost investigate propriettile de absorbtie
si emisie de fluorescentd, in diferite conditii experimentale si au fost dezvoltate diverse aplicatii, pe
baza capacitatii de comutare a compusilor sintetizati intre culorile emise si respectiv, abilitatea de
comutare intre fluorescenta si paramagnetism.

Primul capitol intitulat, “Fluorescenta compusilor organici”, descrie rezultatele publicate n
literatura referitoare la fluorofori, mecanismele de aparitie si stingere a fluorescentei, sinteza si
aplicatiile N-acilhidrazonelor, heterociclurilor oxadiazolice si ale nitroxizilor profluorescenti.

Capitolul al doilea, “Sinteza de noi bis-N-acilhidrazone cu proprietdti fluorescente”, descrie
sinteza de noi hidroxi-bis-N-acilhidrazone ale caror modificari structurale pot conduce la diferite
proprietati si aplicatii. Hidroxi-N-acilhidrazonele sintetizate pot fi utilizate ca molecule capabile sa
emitd fluorescenta prin transfer intramolecular de protoni in stare excitatd (ESIPT). De asemenea,
modificarile conformationale rezultate in urma fenomenului de agregare moleculara, sub influenta
apei, conduc la emisia de fluorescenta (AIE).

Capitolul al treilea, “Sinteza de noi nitroxizi cu proprietati duale: luminescentda si
paramagnetism”’, prezintd sinteza de noi nitroxizi profluorescenti derivati de la oxadiazoli.
Experimentele de fluorescentd ale nitroxizilor profluorescenti indica stingerea fluorescentei in
prezenta radicalului liber si redobandirea ei prin reactia cu un agent reducitor (fenilhidrazina,
ascorbat de sodiu). De asemenea, capitolul prezintd sinteza unor compusi de tip fluorofor-aza-eter-
coroand si, respectiv, fluorofor-aza-eter-coroana-nitroxid, pentru care au fost investigate structura,
proprietatile fotofizice si comportamentul acestora in prezenta ionilor metalici alcalini.

Rezultatele cercetarii isi propun a fi o contributie la dezvoltarea de noi sisteme fluorescente care
pot fi modificate controlat si reversibil, si care isi pot gasi aplicatii ca senzori pentru monitorizarea a

diferite sisteme chimice sau biochimice.
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CAPITOLUL 1. Fluorescenta compusilor organici

1.1. Consideratii generale privind fluorescenta

Luminescenta reprezintd emisia spontand a fotonilor din domeniul ultraviolet, vizibil sau
infrarosu de specii chimice aflate in stare excitatd.! Procesul prin care, in urma absorbtiei de lumina
(fotoni), o molecula trece din stare fundamentala (So) in stare excitatd de singlet (S1) sau de triplet
(T1) si revine la starea fundamentald prin emisie de fotoni se numeste foroluminescenta si poate fi
definitd ca fluorescentd (S1—So), fosforescentd (T1—So) sau fluorescentd intirziatd (delayed
Sfluorescence, Ti—S1—S0). Fluorescenta reprezintda fenomenul de emisie spontand a radiatiei
electromagnetice (proces radiativ) in urma unei tranzitii electronice intre doud stari cu aceeasi
multiplicitate de spin (singlet). 2

Moleculele care trec in stare excitatd prin absorbtia unui foton pot reveni la starea
fundamentala prin emisie de fluorescenta sau prin alte mecanisme neradiative (fara emisie de radiatie)
precum: conversie internd (/nternal Conversion, IC), incrucisare intersistem (Intersystem Crossing,
ISC - poate fi urmatd de procesul de fosforescentd), relaxare vibrationald, transfer de sarcina
intramolecular sau schimbari conformationale.’

Speciile in stare excitata pot interactiona cu alte molecule, generand procese precum: transfer
de protoni, transfer de electroni, transfer de energie, formare de excimeri (complecsi instabili care se
formeaza in stare excitata prin interactia a doua molecule identice?®) sau exciplecsi (complecsi instabili
care se formeazi in stare excitata prin interactia dintre doud molecule diferite®). Astfel de procese pot
intra in competitie cu fenomenul de fluorescentd si pot conduce la formarea de noi specii cu
fluorescentd superioard speciei initiale.! Emisia de fluorescenta poate fi influentatd de factori fizici
sau chimici precum: polaritatea mediului, pH-ul, formarea de legdturi de hidrogen, presiune,

vascozitate, temperaturi, potential electric, ioni, etc.!

1.1.1. Absorbtia si emisia in UV. Tranzitii electronice

Prin absorbtia unui foton la iradierea unei molecule, are loc tranzitia unui electron de pe un
orbital ocupat pe un orbital liber de energie mai mare, molecula trecand din stare fundamentala (So)
in stare excitata (S)). In functie de structura moleculei, pot fi intalnite majoritar doua tipuri de tranzitii
electronice: m—n* §i n—n* (pentru moleculele care contin electroni neparticipanti) (Figura 1).

Tranzitiile electronice sunt permise intre nivele energetice cu aceeasi multiplicitate de spin,
de exemplu tranzitiile singlet-singlet sau triplet-triplet, insa pot exista si tranzitii intre nivele cu
multiplicitati diferite, precum cele de tip singlet-triplet sau triplet-singlet. Aceste tranzitii au loc cu

inversia spinului electronic si sunt numite tranzitii interzise.! Emisia de fluorescenta poate fi obsevati
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in urma unei tranzitii de tip singlet-singlet, iar fosforescenta in urma unei tranzitii cu inversie de spin
de tipul triplet-singlet.
Digrama Jablonski'! (Figura 2) reprezinti cel mai simplu mod de a intelege tranzitiile care pot

avea loc in cadrul proceselor de excitare si de emisie de fluorescentd sau fosforescenta.

Sn Sn Sn
N Y A T
A A A 2
S, A 5, A T 5 A IsC
1C IC 5 IC

S, S, ISC, S, T,
_ISC ISC
- T,

ABSORBTIE FLUORESCENTA ABSORBTIE FOSFORESCENTA ABSORBTIE TADF
v HE v
So - = So So - -

S —singlet T —triplet IC — conversie internd ISC — incrucisare intersistem (intersystem crossing) TADF - fluorescenti intarziati activata termic

Figura 1. Diagrama Jablonski - schematizarea tranzitiilor electronice care au loc in cadrul proceselor de absorbtie,

fluorescentd, fosforescentd si fluorescentd Intarziata activata termic

1.1.2. Parametrii caracteristici fluoroforilor

Fluoroforii prezinta proprietati fluorescente diferite si caracteristice determinate de: lungimea
de unda de emisie, intensitatea benzii de emisie, timpul de viata al fluoroforului in stare excitata si
randamentul cuantic de fluorescentd. Determinarea acestor parametri se poate realiza prin

inregistrarea spectrelor de excitare si de emisie ale fluoroforului de interes.

1.1.3. Structura fluoroforilor. Mecanisme de aparitie si stingere a fluorescentei

Parametrii caracteristici unui fluorofor pot varia in functie de structura (natura substituentilor)
si de conditiile experimentale (solvent, pH, vascozitate etc.) utilizate pentru determinarea acestora.
Variatia parametrilor structurali si experimentali poate conduce la imbunatitirea sau sciaderea
dramatica a emisiei de fluorescentd si implicit a randamentului cuantic de fluorescentd al unui

fluorofor.

1.1.3.1. Parametrii structurali care influenteaza fluorescenta
Fluoroforii sunt in general compusi aromatici care contin in structura lor sisteme conjugate.
Prezenta conjugarii extinse conduce la o deplasare a maximelor de absorbtie si de emisie catre lungimi

de unda mai mari. *



Anca G. Coman Rezumat - Teza de doctorat

Substitutia fluoroforilor cu grupdri precum —OH, —NH,, —COOH poate conduce la
modificarea culorii (lungimii de undd) de emisie si implicit a caracteristicilor fluoroforului. Atat
natura substituentului, cat si pozitia acestuia pot determina modificdri majore in spectrele de absorbtie

. « 4 . .. - . .
si de fluorescenta. * De asemenea, substituentii cu numar atomic mare precum bromul sau iodul, pot
determina stingerea fluorescentei deoarece creste probabilitatea ca tranzitia neradiativa ISC sd aiba
loc. Pot exista Insa si cazuri in care astfel de substituenti nu influenteaza fluorescenta, in special atunci
cand randamentul cuantic de fluorescentd este mare, intrucat fluorescenta domind celelalte procese

de dezexcitare.*

1.1.3.2. Parametrii experimentali care influenteaza fluorescenta

Caracteristicile emisiei de fluorescentd sunt puternic influentate de conditiile experimentale
(solvent, vascozitate, temperatura). Interactia fluoroforului cu solventul depinde, pe de o parte, de
polaritatea solventului si, pe de alta parte, de valoarea momentului de dipol al fluoroforului.

in plus, in cazul solventilor protici precum apa, solventul poate dona sau accepta un proton,
favorizand fenomenul de protonare sau deprotonare a fluoroforului in stare excitatd.! Spre exemplu,
in apa, caracterul acid al unei grupari fenolice sau caracterul bazic al unui atom de azot dintr-un
heterociclu poate creste Tn urma iradierii datoritd proceselor de protonare/deprotonare ce pot avea
loc.! Studii anterioare' au demonstrat ci forma acidi a unui fluorofor prezinti un maxim de emisie la
lungimi de unda mai mici comparativ cu forma sa bazicd, ceea ce conduce la ideea ca absorbtia si
emisia de fluorescentd a unor fluorofori care contin functiuni susceptibile la mediul acid sau bazic
sunt dependente de pH.

Modificarea pozitiei maximului de emisie in functie de natura solventului utilizat poarta
denumirea de solvatofluorocromism, iar deplasarea maximului de emisie poate avea loc cétre lungimi
de undi mai mari (rosu) sau mai mici (albastru). !

Emisia de fluorescenta poate fi influentata si de factori sterici precum rigiditatea moleculei si
vdscozitatea solventului utilizat. Utilizarea unui solvent fluid favorizeaza fenomenul de relaxare care
insoteste procesul de reorientare a dipolilor de solvent. 4 Utilizarea unui solvent cu vascozitate mare
nu va permite reorganizarea moleculelor de solvent si, implicit, nu va conduce la modificarea pozitiei

maximului de emisie.’

1.1.3.3. Transfer intramolecular de protoni in stare excitata (Excited state intramolecular proton
transfer - ESIPT)
Procesul de transfer intramolecular de protoni in stare excitata (ESIPT) necesita posibilitatea

de formare a unei legaturi de hidrogen intramoleculare intre o grupare capabild sa doneze protoni (—
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OH, -NH) si o grupare acceptoare de protoni (—C=0, —-N=) aflate in vecinatate, geometric pozitionate
favorabil, care determind, prin iradiere, transferul protonului de pe un atom pe altul, prin
tautomerizare.” Cele mai frecvente exemple de molecule care prezinti fenomenul de transfer
intramolecular de protoni contin in structura lor gruparea —OH si pot prezenta tautomerie ceto-
enolicd, astfel ca acestea se gasesc in starea fundamentala sub forma enolica, stabilizata prin formarea

legiturii de hidrogen intre cele doud grupiri (Schema 1).°

E ¥y ESIPT
g
o
:é' =} a.
S K
= anst’
oto®
E e(se?

yev

Schema 1. Reprezentarea schematica a procesului de transfer intramolecular de protoni (ESIPT) pentru
specii ceto-enolice

1.1.3.4. Emisie indusa de agregare (4greggation induced emision - AIE)

Procesul de emisie indusd de agregarea moleculard (AIE) reprezintd fenomenul in care un
compus nefluorescent sau un fluorofor cu emisie slabd poate prezenta emisie intensa ca urmare a
formarii agregatelor moleculare. Formarea acestor agregate poate fi indusd prin dizolvarea
compusului intr-un solvent organic, urmati de addugarea de apa drept cosolvent.

Mecanismul emisiei indusa de formarea agregatelor moleculare poate implica: restrictii

intramoleculare de rotatie (RIR) sau restrictii intramoleculare de vibratie (RIV).!°

1.1.3.5. Stingerea fluorescentei datorita agregarii moleculare (4ggregation-caused quenching -
ACQ)

Stingerea fluorescentei datorita agregarii moleculare (ACQ) poate aparea atat in solutie, cat
si in stare solidd. De obicei, fluoroforii clasici contin in structura lor mai multe cicluri aromatice
conjugate, iar in solutii concentrate sau in stare solidd apare fenomenul de stingere a fluorescentei

datorat interactiilor n-m i planarititii moleculei.'!

1.1.3.8. Stingerea fluorescentei in prezenta unui centru paramagnetic
Stingerea fluorescentei in prezenta unui centru paramagnetic se realizeaza prin legarea
covalentd a unui fluorofor la un radical liber stabil si este datoratd schimbului de electroni intre cele

doud specii care alcituiesc molecula hibrid.!? Procesul genereazi schimbarea multiplicititii de spin a

5
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starilor energetice (Figura 2). De exemplu, 1n cazul unei molecule hibrid care contine in structura sa
un fluorofor si un nitroxid, starea fundamentala de singlet (So) si starea excitatd de singlet cu energia
cea mai joasd (S1) ale fluoroforului trec in starea de dublet datoritd prezentei electronului liber din
structura radicalului liber.'> Electronul neimperecheat din SOMO (Singly Occupied Molecular
Orbital) din structura radicalului liber interactioneaza cu sistemul conjugat de electroni din structura
fluoroforului, tranzitiile interzise de la starea excitata de singlet (S1) la starea de triplet (T2) si tranzitia
la starea fundamentala de singlet (So) sunt permise, procesul avand loc cu o scddere a randamentului

cuantic de fluorescenta (Figura 2).

D, s T
D, ”*ﬁ/}l—somo
T

:*I 1 somo

D e

Figura 2. Tranzitiile care au loc la interactia sistemului conjugat de electroni al fluoroforului cu electronul

neimperecheat din structura radicalului liber

1.2. Fluorofori organici. N-acilhidrazone si heterocicluri oxadiazolice

In prezenta tezi de doctorat au fost studiate molecule apartinand claselor de N-acilhidrazone
si heterocicluri oxadiazolice. Astfel de molecule pot genera materiale cunoscute sub denumirea de
materialele fluorescente inteligente (smart fluorescent materials), definite ca materiale care isi pot
schimba proprietatile fotofizice (de exemplu: fluorescenta) in prezenta mai multor stimuli precum
temperaturd, presiune, vapori, solventi, aplicabile ca dispozitive optice, senzori, substante utilizate in
imagistici, etc.'

N-acilhidrazonele pot prezenta modificari configurationale si conformationale sub actiunea
diferitilor stimuli fizici sau chimici, modificari care pot conduce la schimbari majore ale proprietatilor
luminescente. De asemenea, sunt cunoscute pentru obtinerea de noi 1,3,4-oxadiazoli.

Heterociclurile oxadiazolice prezinta ca principald proprietate luminescenta, aceasta clasa de
heterocicluri fiind intens studiata in scopul gésirii de noi molecule cu proprietati fluorescente sau
fosforescente imbunatatite, cunoscute in principal pentru fabricarea dispozitivelor electronice precum
ledurile organice.'

Designul si sinteza de noi molecule organice cu proprietati fluorescente precum N-

acilhidrazonele sau 1,3,4-oxadizolii reprezintd o provocare pentru chimistii organicieni, avand in
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vedere multitudinea metodelor de sinteza prin care pot fi obtinute dar si numerosele aplicatii pe care

le pot avea.

1.3. Radicali liberi stabili. Nitroxizi profluorescenti
Radicalii liberi sunt specii stabile din punct de vedere cinetic §i sunt caracterizati de prezenta

unui electron neimperecheat.

Radicalii liberi stabili sunt specii care nu reactioneaza cu oxigenul si
care pot fi izolati, manipulati si depozitati sub formi de compusi puri in conditii normale.'

Legarea covalentd a unui radical liber stabil si a unui fluorofor duce la pierderea fluorescentei,
care poate fi redobandita prin anihilarea speciei radicalice (vide infra).'®* Compusii de acest tip pot,
asadar, prezenta doud proprietati - fluorescenta si paramagnetism - intre care se poate comuta in

functie de aplicatiile vizate.

1.4. Concluzii

Aspectele privind - i) consideratiile generale ale aparitiei fenomenelor de fotoluminescenta si
diversitatea structurala a fluoroforilor si factorii care influenteaza emisia de lumina, ii) descrierea
proprietatilor structurale, sinteza, reactivitatea si aplicatiile N-acilhidrazonelor si derivatilor
heterociclici oxadiazolici, precum si iii) prezentarea structurii radicalilor liberi de tip nitroxid si a
derivatilor de tip nitroxizi profluorescenti, obtinerea si principalele aplicatii in care isi gdsesc utilitatea
- reprezintd premisele de la care am plecat in elaborarea rezultatelor cercetarii descrise in teza de

doctorat si care sunt prezentate in Capitolele 2-4.
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Capitolul 2. Sinteza de noi bis-/V-acilhidrazone cu proprietati fluorescente

In prezenta tezi de doctorat ne-am indreptat atentia asupra hidroxi-bis-N-acilhidrazonelelor,
datoritd particularitatilor structurale, dar si multilpelor aplicatii descrise 1n literatura, mai ales in ceea
ce priveste capacitatea de a forma complecsi metalici." * Desi au fost intens studiate, sunt putine
referiri la investigarea proprietatilor optice (de absorbtie si emisie) sau la abilitatea de modificare
conformationald si configurationala.

Hidroxi-bis-N-acilhidrazonele (Schema 2) contin numeroase grupari capabile sa coordineze
ioni metalici precum cupru, zinc, molibden sau lantanide,! complecsii formati avand aplicatii ca
senzori fluorescenti' pentru diferiti analiti sau catalizatori? in reactiile de oxidare ale alcoolilor. De
asemenea, astfel de compusi pot fi utilizati pentru obtinerea de geluri cu proprietiti luminescente! ca

rezultat al agregarii moleculare, care are loc In urma adaugarii de apa in sistem.

R
R
0 0 (0]
+ 2 HN N l =y solvent/H* N zN.
oMo 2N g e~ A N S
o & -H0 N OH >

Schema 2. Sinteza hidroxi-bis-N-acilhidrazonelor

Principalul obiectiv a constat in sinteza unei serii de noi hidroxi-bis-N-acilhidrazone, cu
diferiti substituenti si studiul comportamentului sub actiunea diversilor stimuli fizici sau chimici, in
scopul utilizarii drept comutatoare moleculare. Au fost sintetizate hidroxi-bis-N-acilhidrazone cu
structura diversa, continand substituenti atrdgatori sau respingatori de electroni. Astfel, obiectivele
secundare au constat in studiul influentei substituentilor asupra proprietatilor de absorbtie si emisie,
dar si modificarile structurale pe care hidroxi-bis-N-acilhidrazonele le pot prezenta sub actiunea a
diferiti stimuli (de exemplu: lumina, solvent), in vederea dezvoltarii unor posibile aplicatii.

Capitolul prezintd sinteza, analiza structurald si investigarea proprietatilor fotofizice ale
hidroxi-bis-N-acilhidrazonelor 2.1a-k (Figura 3) precum si studii cu privire la comportamentul
acilhidrazonelor in prezenta unor factori precum apd, lumina sau pH si aplicatii ale acestora in

biochimie.



Anca G. Coman

Rezumat - Teza de doctorat

o] o] o o]
MeO H,I‘ql\ ml N~H OMe MeO H,N\ - N~H OMe
MeO o OMe MeO 98n OMe
OMe OMe OMe OMe
21a 2.1b
(o] o (o} (o}
N'N\ /N»N N‘N"\ /N-uN
H OH H H OH H
Me N NMe, HOOC COOH
2.1c 2.1d
0 (0] (o} (o}
N N.
O™ %0 CLE™ 5
OH
OH HO OBn on BnO
2.1e 2.1f
CH, COOEt
o 0 o o
H,N\ ALHJ\Q /©)LE,N\ /N_H
OH OH
Me,N NMe, Me,N NMe,
21g 2.1h
NO:
o] o]
/©)LH-N\ " NH){Q\
Me ;N o NMe,
2.1
Br Br
o] o MeO 0 N N i OMe
-N o N»\ & N’ ~ = -N
N = N H H
H i H — o OMe
Me N NMe; "
OMe OMe
24 2.1k

Figura 3. Structurile hidroxi-bis-N-acilhidrazonelor 2.1a-k
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2.2. Sinteza bis-N'-acilhidrazonelor
Sinteza hidroxi-bis-N-acilhidrazonelor (Schema 3) a fost realizata prin reactia de condensare
dintre aldehidele 2.3a-e si hidrazidele 2.7a-e folosind ca solvent DMSO, in prezentd unei cantitati

catalitice (2-3 picaturi) de acid trifluoracetic.

e R W;@M@w@

3
2.3a-e 2.7a-e 21ak

Schema 3. Sinteza hidroxi-bis-N-acilhidrazonelor

Hidroxi-bis-N-acilhidrazonele 2.1a-k sunt compusi solizi, de culoare albd sau galbena
(portocaliu in cazul compusului care contine in structura sa gruparea —NQO3), avand puncte de topire

cuprinse intre 150-306°C.

2.3. Analiza structurala

Structura compusilor a fost confirmata prin spectroscopie de rezonantd magnetica nucleara
('H, '3C, spectre bidimensionale) si spectrometrie de masi de inalti rezolutie, utilizind ca sursi de
ionizare lonizarea Chimicd la Presiune Atmosferici (APCI-HRMS). Spectrele RMN au fost
inregistrate in solvent deuterat (DMSO-ds) la o frecventa de 500 MHz sau 300 MHz pentru spectrele
de proton si 125 MHz sau 75 MHz pentru spectrele de carbon. Pentru confirmarea puritatii compusilor

au fost utilizate cromatografia in strat subtire si temperatura de topire.

2.3.1. Structura in stare solida

Date suplimentare privind structura compusilor au fost obtinute prin difractie de raze X pe
monocristal pentru compusii 2.1¢ si 2.1j. Compusul 2.1¢ (Figura 4) a fost cristalizat din diferiti
solventi, iar in ambele cazuri cristalizeaza Tmpreuna cu solventul organic, structurile obtinute fiind

similare .

\ci6 €15

)«\’ g
Cc17 Cl4
(

(18

=
:}3 ol ,
2 ‘A‘/k C31 5 y C2
5 \
29 CBF R )(\ 4 NI

i,

Figura 4. Structurile compului 2.1¢-DMSO (stanga), 2.1¢-THF (dreapta) obtinute prin difractie de raze X pe

monocristal
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2.4. Proprietiti de absorbtie si emisie

Proprietatile fotofizice ale compusilor sintetizati au fost studiate prin intermediul
spectroscopiei UV-Vis si prin spectroscopie de fluorescenta, in solutie si in stare solida.

in general, N-acilhidrazonele prezinti solubilitate scazutd in majoritatea solventilor organici,
insa hidroxi-bis-N-acilhidrazonele s-au dovedit a fi usor solubile in solventi precum DMSO, THF,
DMF?® si greu solubili in MeOH. Experimentele au fost realizate in DMSO sau amestecuri de

DMSO/apa in proportii variabile, la concentratii in domeniul micromolar.

2.4.1. Spectrele de emisie ale hidroxi-bis-/NV-acilhidrazonelor in stare solida

In stare solidi, hidroxi-bis-N-acilhidrazonele emit in regiunile verde si albastr, cu valori ale
maximelor de emisie cuprinse intre Aem=420 nm $i Aem=565 nm, dupa excitare la Aex=370 nm sau
Aex=480 nm (2.1e) si deplasari Stokes relativ mari, cu exceptia compusului 2.1b care prezintd grupele

-OH fenolice protejate cu grupari benzil.

2.4.2. Spectrele de absorbtie in solutie

Spectrele de absorbtie ale hidroxi-bis-N-acilhidrazonelor 2.1a-k au fost inregistrate intr-o
primi etapa in DMSO la o concentratie de 2x107° M.

Compusii 2.1a-f contin in structura lor acelasi substituent (#-butil) grefat pe nucleul
dialdehidei si prezintd un maxim de absorbtie in jurul valoriii Amax=370 nm, cu exceptia compusului
2.1d care are grupa hidroxil protejata cu o grupare benzil si prezintd un umar la Amax=336 nm. De
asemenea, din spectrele de absorbtie ale compusilor 2.1a, 2.1b, 2.1d se poate observa un al doilea
maxim de absorbtie in jurul valorii de Amax=305 nm, iar pentru compusii 2.7¢, 2.7e, 2.7f cel de-al
doilea maxim de absorbtie a fost inregistrat la diferite valori.

Spectrele UV-Vis ale compusilor 2.1a, 2.1b, 2.1d, 2.1e, 2.1f, 2.1k prezintd profil similar
datorita stucturii similare, datd de prezenta substituentului grefat pe restul de aldehida (exceptie 2.1k
similar cu 2.1a prin prezenta grupelor metoxi grefate pe restul de hidrazida).

Maximele de absorbtie inregistrate pentru compusii 2.1a-k (2x10> M in DMSO) se datoreazi
tranzitiilor m-nt* care pot avea loc in cadrul moleculei (de exemplu pe nucleul aromatic, legétura -

C=N, etc).
2.4.2. Spectre de fluorescenta

Screeningul luminescentei compusilor prin expunerea la lumina lampii UV (356nm) a unor

solutii de concentratii diferite in DMSO a scos in evidenti faptul ci la o concentratie mare (10 M)
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emisia este in regiunea portocalie, iar la concentratii scizute emisia este verde (Figura 5). Toti

compusii prezintd un comportament similar, cu exceptia 2.1b, 2.1f si 2.1i.

D G i )
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Figura 5. Solutii de diferite concentratii ale compugilor 2.1a (stanga), 2.1¢ (mijloc) si 2.1d (dreapta), sub lampa UV
(365nm)

Spectrele de fluorescenti ale compusilor 2.1a-k, inregistrate la o concentratie de 10 M in
DMSO, au pus 1n evidenta benzi de emisie largi, cu maxime cuprinse intre Aem=440-590 nm, prin

excitare la Aex=370 nm (Figura 6).

20 | I(a.u)

L — 21
1 {a.u. .
18 11w feiech 8
6] — 21a - — 2.1¢ 35
" T 21c 218 >
12 — 2.1d 20 25
10
W 20
8 15
6 40
10
4
20
2 r——— °
— o~
0 o e 0. = ‘ . 5 .
400 450 500 550 600 650 A(nm) 700 00 450 500 550 800 850 A(nm) 700 400 450 500 550 600 650 A(nm) 700

Figura 6. Spectrele de emisie ale compusilor 2.1a-d (stinga), 2.1e-f (mijloc) si 2.1j-k (dreapta) in solutie (10 M in
DMSO) obtinute prin excitare la Aex=370 nm

Excitarea la lungimi de undd cuprinse intre Ae=420-460 nm, a condus la deplasarea

maximelor de emisie catre albastru, aestea fiind situate in jurul valorii de Aem=500 nm (Figura 7).
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Figura 7. Spectrele de excitare (linie punctatd) si emisie (linie) pentru compusii 2.1a, 2.1¢ si 2.1d in DMSO (10 M)
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Diferentele semnificative intre spectrele de excitare si spectrele de absorbtie (Figura 8) indica
faptul ca fluorescenta se datoreaza procesului de transfer de protoni intramolecular care are loc in

stare excitatd (ESIPT - Excited-State Intramolecular Proton Transfer).

0.8
0.6
0.4

0.2

0
280 330 380 430 480 A(nm) 280 330 380 430 480 3 (nm)

Figura 8. Spectrele de absorbtie (linie) si excitare (linie punctatd) pentru compusii 2.1a si 2.1e in DMSO (10 M)

2.4.3. Investigarea proprietitilor de comutare moleculara a hidroxi-bis-/V-acilhidrazonelor
sub influenta apei

In contextul literaturii existente* si a observatiilor proprii privind compusii 2.1a-k, am studiat
comportamentul acestora la addugarea de apa peste solutiile in solvent organic si am investigat
proprietatile fotofizice In prezenta unor cantitdti variabile de apd (pand la 90%) ale bis-N-
acilhidrazonelor 2.1a-k.

Rezultatele obtinute prin Inregistrarea spectrelor de absorbtie si emisie de fluorescenta ale
compusilor 2.1a-k in DMSO si amestecuri de DMSO/apa indica prezenta fenomenului de transfer
intramolecular de protoni (ESIPT) pana la o cantitate de apa de 50%. La procente de apa mai mari de
50% emisia de fluorescenta se datoreaza fenomenului de agregare moleculard (AIE). Compusii
prezintd emisie de lumind in DMSO, care variazd de la galben-portocaliu la verde in functie de
concentratie (Figura 9). In amestecurile DMSO/apa intensitatea emisiei de fluorescenta scade, iar
maximele de emisie sunt deplasate spre lungimi de unda mai mari comparativ cu cele inregistrate

pentru solutiile in DMSO (Figura 9).
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Figura 9. Spectrele de excitare si emisie de fluorescenta ale compusului 2.1a in DMSO si amestecuri de DMSO/apa

2.4.3.1. Comutatoare moleculare
a) Comportamentul in prezenta apei

Caracterul de comutatoare moleculare al hidroxi-bis-N-acilhidrazonelor sub influenta apei a
fost studiat prin realizarea unui experiment care a constat in addugarea si eliminarea de apa intr-o
solutie iIn DMSO a compusului 2.1a, care cauzeazad modificarea culorii de emisie de la portocaliu la
verde (Figura 10). Modificarea culorii emisiei de fluorescentd este cauzatd modificarilor

conformationale care pot avea loc prin adaugarea sau indepartarea apei din sistem.

Site
moleculare

Figura 10. Solutii ale compusului 2.1a in DMSO/apa=1:9 si schimbarea reversibila a fluorescentei sub lampa UV dupa
modificarea cantitatii de apa prin actiunea sitelor moleculare

Comutarea intre cele mai probabile specii, sub influenta apei, a fost studiata prin intermediul

spectroscopiei RMN.

b) Lumina

Abilitatea gruparii -C=N din structura N-acilhidrazonelor de a izomeriza prin intermediul
rotatiei legiturii duble in afara planului sau a inversiei atomului de azot in plan,’ stau la baza definirii
conceptuale a proprietatilor de comutare ale acestora sub influenta luminii, a proceselor redox sau a
. . s 6 % . . ~ .. . . . .
ionilor metalici.” In general, izomerizarea are loc cand cel mai instabil dintre izomeri poate fi

stabilizat printr-o interactie necovalenta, cum este cazul legaturii de hidrogen.
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Pentru a putea verifica dacd N-acilhidrazonele sintetizate au un astfel de comportament, au
fost studiati compusii 2.1a-d in solutii de DMSO (10" M) si amestecuri de DMSO/api (10 M) dupi
iradiere la A=356 nm. Iradierea solutiilor in DMSO, urmata de inregistrarea spectrelor de absorbtie
indicd o scadere a intensitatii maximelor de absorbtie si pun in evidentd efectul luminii asupra
structurii compusilor.

Spectrele de fluorescentd ale solutiilor iradiate prezintd o crestere a intensitatii benzii
corespunzatoare formei enolice, dar si o scidere a intensitatii fluorescentei cand este utilizatd ca
lungime de unda de excitare Aex=440 nm. Modificarea spectrelor poate fi explicata prin schimbarile
structurale care conduc la formarea de noi specii care nu pot realiza legaturile de hidrogen necesare
ca procesul de transfer de protoni intramolecular in stare excitatd (ESIPT) sa aiba loc. Studiile de
rezonantd magneticd nucleard efectuate in aceste conditii nu prezinta insd modificari semnificative
ale spectrelor ceea ce indicd o stabilitate foarte redusd a speciilor generate prin iradiere, cel mai
probabil din cauza impedicarii sterice si a lipsei unui element stabilizator in structura moleculara (de
exemplu o grupa capabild de a realiza legaturi de hidrogen care sa stabilizeze specia mai putin stabila,
astfel Incat sa poata fi studiata pe scala de timp a RMN).

Iradierea solutiilor realizate in amestec de DMSO/apa a evidentiat, prin masuratorile de
absorbtie si emisie de florescentd, cd modificarile structurale pot avea loc pana la o cantitate de 50%
de apa. Dupa acest procent fenomenul de agregare moleculara devine activ, iar lumina nu mai poate
induce nici o schimbare conformationala/configurationala.

Asadar, in urma rezultatelor obtinute, se poate afirma ca derivatii 2.1a-k au capacitatea de
interconvertire din forma de tip W (structura I - Schema 4) in formele de tip S sau U (structura I,
structura Il - Schema 4) si pot functiona in solutie drept comutatoare moleculare datorita

schimbarilor conformationale sub actiunea luminii sau solventului (apd sau glicerol).

A

ﬁ Ei
VT

R3 R3 R3

Schema 4. Modificarile conformationale care pot avea loc sub influenta luminii si/sau solventului pentru compusii
2.1a-k
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2.4.4. Raspunsul la pH al compusului 2.1e

Compusul 2.1e prezinta in structura sa trei grupe hidroxil capabile sd coordineze ioni metalici
sau anioni, cunoscute fiind in literaturd abilitatea mare de coordinare si utilizarea acestor tipuri de
hidroxi-bis-N-acilhidrazone ca liganzi pentru ioni metalici.” In acest context, a fost testata calitativ o
serie de analiti anionici: carbonat, bicarbonat, fosfat acid, fosfat, sulfat, tiocianat, cianat, tioacetat,
acetat, clorura, iodura, florura, bromura, nitrat, nitrit, iodat, bromat, azida care au fost adaugate
individual la o solutie a compusului 2.1e In amestec de DMSO/apa 1n raport 1:9 (v/v).

Prin expunerea la lampa UV (365 nm) a amestecurilor am observat modificarea culorii de la
galben-portocaliu la verde cand a fost adaugat carbonat, bicarbonat, fosfat sau florura, dar si o crestere
a emisiei fluorescentei in prezenta ionilor hidroxil. Modificarea culorii de emisiei se datoreaza
deprotondrii grupelor hidroxil din structura compusului 2.1e de catre ionii carbonat, bicarbonat,
fosfat, florura sau hidroxid, care prezinta caracter bazic.

Titrarea cu o solutie apoasa de hidroxid de sodiu a condus la o deplasare a maximului de
emisie de la Aem=590 nm la Aem=545 nm (Aex=370 nm) si o crestere a intensitatii fluorescentei de
aproximativ 100 de ori dupa depésirea stoechiometriei (Figura 11).

1200 7| (a.u.)
1000 545("“‘_ 590 nm \J/
800
600

400

200

450 500 550 600 650 A (nm) 700

Figura 11. Spectrele de emisie (Aexe=370 nm) ale compusului 2.1e (10 M concentratie finald in 1% DMSO in apa)
dupa adaugarea a diferite cantititi de NaOH (pana la 80 de echivalenti in raport cu compusul 2.1e). Inset: structura
propusa pentru compusul 2.1e la pH bazic; Foto: expunere la lampa UV (365nm) a solutiei compusului 2.1e dupa

adagarea de NaOH

Studiul variatiei fluorescentei in functie de pH a fost realizat prin inregistrarea spectrelor de
emisie de fluorescentd a unor solutii ale compusului 2.1e pentru valori ale pH-ului cuprinse intre 5,8-
8,0 si respectiv pentru valori ale pH-ului cuprinse intre 8,6-10,6. Odata cu cresterea valorii pH-ului
s-a observat deplasarea maximului de emisie concomitent cu cresterea intensitatii maximului de
emisie, dar si a benzii de emisie de la Aem=420 nm. Reprezentarea grafica a raportului intensitatilor
de emisie Is90/Is20 in functie de pH a condus la obtinerea a doud puncte de inflexiune aproximativ la

pH=7,0 si respectiv pH=8,9, care corespund celor doua trepte de ionizare.
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Pentru a putea verifica cauza modificarii culorii de emisie, observatd prin addugarea
hidroxidului de sodiu, au fost inregistrate spectrele RMN 1in prezenta D>O si a NaOD.

Conform rezultatelor obtinute conformatia posibila in care legitura dubld C=N are
configuratia £ este stabilizatd de addugarea de apad in solutie fapt care reiese si din spectrele
bidimensionale inregistrate pentru solutiile cu un continut de apa de 30% in DMSO in care au fost
adaugate diferite cantitati de hidroxid de sodiu deuterat (NaOD). Spectrele pun 1n evidenta o distanta
de cuplare mare intre protonii fenilici si cei iminici.

Asadar, experimentele aratd cd speciile prezentate mai sus (Schema 5) au cea mai mare
probabilitate sa existe in solutie dupa adaugarea hidroxidului de sodiu, iar fluorescenta verde este cel
mai probabil consecinta sarcinii nete negative care poate induce transferul de protoni intramolecular
in stare excitatd (ESIPT), in urma fotoiradierii, prin intermediul legéturii de hidrogen formate intre

gruparea —NH si restul de hidrazida.

2.5. Aplicatii in marcarea celulelor ale compusului 2.1e

Verificarea abilitatii de colorare a celulelor utilizind compusul 2.1e a fost realizatd intr-o
prima etapd pentru celule eucariote de Saccharomyces cerevisiae, care au fost utilizate drept model.

Celulele expuse la radiatia UV devin fluorescente dupa aproximativ 10 secunde, profilul de
fluorescenta indicand in urma experimentelor de colorare simultana cu 2.1e si DiOCs (iodura de 3,3'-
dihexiloxacarbocianind) acumularea compusului 2.le la nivelul membranei reticulului
endoplasmatic.

Colorarea simultana cu N-acilhidrazona 2.1e si DiOCs indica acumularea ambilor coloranti la
nivelul membranei reticulului endoplasmatic. Experimentele efectuate au indicat prezenta grupelor

hidroxil ca fiind o conditie esentiala pentru vizualizarea reticului endoplasmatic.

2.6. Concluzii
Capitolul descrie sinteza de noi hidroxi-bis-N-acilhidrazone ale caror modificari structurale

pot conduce la diferite proprietati si aplicatii. Experimentele realizate demonstreaza ca hidroxi-N-
acilhidrazonele pot fi utilizate in cadrul aplicatiilor bazate pe molecule capabile sa emita fluorescenta
prin transfer intramolecular de protoni in stare excitatd (ESIPT), proprietatile fiind influentate de
polaritatea solventului si de efectele mesomerice dictate de particularitatile structurale pe care acesti
compusi le prezintd. Modificarile conformationale si fototautomerizarea conduc la emisia de
fluorescenta.

O conditie structurala esentiald a compusilor sintetizati, pentru aparitia fenomenului de emisie
de fluorescenta datorat agregarii moleculare (AIE), in solutiile realizate in amestec de DMSO/apa se

referd la existenta a doud grupari de tip N-acilhidrazona, dat fiind faptul ca experimentele dovedesc
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ca prezenta unei singure grupdri nu poate conduce la aparitia fenomenului de AIE. Prezenta unei
grupari protectoare precum gruparea benzil induce procesul de gelificare in prezenta apei, furnizand
un gel cu fluorescenta albastra care confirma inca o data versatilitatea acestei clase de compusi.

Majoritatea N-acilhidrazonelor sintetizate prezintd fluorescentd in stare solida in regiunea
galbena pana la portocaliu. Culoarea emisiei nu depinde de numarul de grupari de tip N-acilhidrazona,
insa substituentii o influenteaza, iar diversificarea structurald poate conduce la noi molecule care isi
pot gasi diferite aplicatii in chimia materialelor.

Culoarea emisiei poate fi modificatd in functie de concentratie sau de cantitatea de apa
adaugata si se datoreaza proceselor conformationale care pot avea loc. Aceastd proprietate a N-
acilhidrazonelor poate fi utilizatd pentru dezvoltarea de noi aplicatii precum senzori pentru diferiti
ioni sau comutatoare moleculare.

Studiile cu privire la comportamentul acestor compusi dupa expunere indelungata la lampa
UV (365 nm) au condus la concluzia ca fotoizomerizarea are loc cu dificultate pentru bis-N-
acilhidrazone, 1nsa acest lucru poate fi optimizat prin modificari structurale, astfel incat procesul de
izomerizare sa aiba loc §i izomerul Z sa fie stabilizat.

Emisia de fluorescentd a bis-N-acilhidrazonelor la diferite valori ale pH-ului a fost asociata
modificarilor conformationale, investigate prin experimentele de rezonantad magnetica nucleara.

In plus, bis-hidroxi-bis-N-acilhidrazona sintetizata (2.1e) a fost utilizatdi in marcarea
reticulului endoplasmatic al celulelor eucariote (S. cerevisiae) sau ale mamiferelor (fibroblaste CCD
si celule de HeLa), experimentele demonstrand totodata cad acest compus prezinta un efect citotoxic
redus, este stabil chimic in mediu apos si inert la activitatea intracelulara.

Asadar, fluorescenta generatd de modificarile conformationale sau configurationale reprezinta
o strategie utild pentru dezvoltarea de noi sisteme fluorescente care pot fi modificate controlat si
reversibil, spre deosebire de diversificarea structurala prin modificari chimice care asigura doar o

modificarea a emisiei.
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Capitolul 3. Sinteza de noi nitroxizi cu proprietati duale: luminescenta si

paramagnetism

Conceptul de baza (Schema 6) pentru designul nitroxizilor profluorescenti consta in legarea
covalentd a unei molecule care prezintd emisie de fluorescenta (fluorescenta ON) la un radical liber

stabil (paramagnetism ON).

(Fluorescenta ON) (Paramagnetism ON) (Paramagnetism ON) (Fluorescenta ON)
m + N-O° — N-Oe _red N—OH
ox
Fluorescent Paramagnetic (Fluorescenta OFF) (Paramagnetism OFF)

) > =grupéri functionale complementare ce pot forma legaturi covalente: carboxil / amina, aldehide /
amine etc.

Schema 5. Reprezentarea schematica a sintezei nitroxizilor profluorescenti; redobandirea fluorescentei prin reducerea
nitroxidului profluorescent la hidroxilamina corespunzatoare

Molecula hidrid obtinutd isi pierde fluorescenta (fluorescenta OFF) dar isi pastreaza
proprietitile paramagnetice (paramagnetism ON) (Schema 6). Reducerea radicalului liber sau reactia
acestuia cu alta specie inverseaza cele doua proprietati, iar derivatul 1si redobandeste fluorescenta
(fluorescentd ON), dar pierde proprietitile paramagnetice (paramagnetism OFF) (Schema 6).!

Derivatizarea cu radicali liberi stabili a oxadiazolilor permite obtinerea de noi compusi hibrizi
multifunctionali, ale caror proprietati pot fi usor controlate prin diverse procedee fizice sau chimice
(variatia pH-ului, lumina, potentialul redox etc.). Cumulul acestor proprietati diferite genereaza
aparitia unor noi caracteristici, care pot fi exploatate prin utilizarea acestor compusi ca senzori sau
markeri in cadrul a diferite sisteme chimice sau biochimice.

In capitolul de fata, ne-am indreptat atentia asupra a doud mari obiective:

e sinteza de noi nitroxizi profluorescenti derivati de la 1,3,4-oxadiazoli;
e sinteza de noi nitroxizi profluorescenti derivati de la 1,2,5-oxadiazoli.
Nitroxizii profluorescenti derivati de la 1,3,4-oxadiazoli propusi a fi sintetizati sunt prezentati

in Figura 12, structura acestora indeplinind a priori conditiile necesare unor nitroxizi profluorescenti.

Figura 12. Structura nitroxizilor profluorescenti 3.1a-d
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Nitroxidului profluorescent 3.2 (Figura 13) derivat de la 4-cloro-7-nitro-1,2,3-benzoxadiazol

(NBD-CI) contine in structura sa un eter coroana (Kryptoﬁx 22).

_Bo
O& S

N

\

3.2 o

Figura 13. Structura nitroxidului profluorescent 3.2

3.2. Retrosinteza nitroxizilor profluorescenti

Nitroxizii profluorescenti 3.1a-d propusi a fi sintetizati (Figura 12) contin in structura lor o
legatura amidica, care se poate realiza prin reactia dintre oxadiazoli functionalizati cu grupari carboxil
3.3a-d si un derivat al radicalului stabil TEMPO. Legatura amidicd formata a fost aleasa ca spacer
intre partea fluorescenta si partea paramagnetica datorita stabilitatii ridicate in reactiile de reducere.
Derivatii oxadiazolici functionalizati cu grupari carboxil 3.3a-d pot fi obtinuti printr-o reactie de
ciclizare oxidativa a N-acilhidrazonelor 3.4a-d. Acestea din urma se formeaza in urma reactiei dintre

aldehidele 3.6a-d si hidrazidele 3.5a,b.

N‘N

< [0} (o}
J\ :> HO. CO—< N — — + 0
° 2 OJ\ Ar1)J\N”N§/Ar Ar1)kN/NHZ AT
Ar H H
3.1a-d 3.3a-d 3.4a-d 3.5a,b 3.6a-d

Schema 6. Schema retrosintetica de obtinere a 1,3,4-oxadizoli profluorescenti

3.3. Sinteza nitroxizilor profluorescenti

Pe baza analizei retrosintetice am realizat sinteza nitroxizilor profluorescenti 3.1a-d in trei
etape (Schema 8). Prima etapa a constat in sinteza N-acilhidrazonelor 3.4a-d printr-o reactie de
condensare intre aldehidele 3.6a-d si hidrazidele 3.5a,b in cataliza acida. Urmatoarea etapd a constat
in sinteza 1,3,4-oxadiazolilor 3.3a-d printr-o reactie de ciclizare oxidativa a N-acilhidrazonelor 3.4a-
d, folosind iod molecular ca agent de ciclizare. In ultima etapd, 1,3,4-oxadiazolii 3.3a-d au fost tratati
cu 4-amino TEMPO, folosind conditiile de reactie specifice sintezei de peptide, pentru a obtine

nitroxizii profluorescenti 3.1a-d.

- o
. NN Yo~
Ar O * HzN\N/U\A — Ar N, /“\ B, )\o>—©*C°zH —°)—>Ar)\o HN N-O
H

3.6a-d 3.5a,b 3.4a-d 3.3a-d 3.1a-d

Schema 7. Schema de sinteza a 1,3,4-oxadizoli profluorescenti: a) CHCl3/DMEF, reflux; b) I,/DMSO, 100°C; ¢) 4-amino
TEMPO, PyBOP, DIPEA, DCM
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3.4. Analiza structurala a compusilor sintetizati

Structura compusilor sintetizati a fost confirmata utilizand spectroscopia de rezonanta
magneticd nucleard ('H, '*C, spectre bidimensionale) si spectrometria de masi de inalti rezolutie,
utilizadnd ca sursa de ionizare lonizarea Chimica la Presiune Atmosferica (APCI-HRMS). Spectrele
RMN au fost inregistrate in solvent deuterat DMSO-dg, la o frecventa de 500 MHz pentru spectrele
de proton si 125 MHz pentru spectrele de carbon.

Structura compusilor 3.1a-d a fost confirmatd utilizdnd spectroscopia electronica de spin,
spectroscopia de rezonanti magnetic nucleard ('H, 1*C, spectre bidimensionale) si spectrometria de
masd de inalta rezolutie utilizdnd ca sursa de ionizare lonizarea Chimica la Presiune Atmosferica
(APCI-HRMS). Spectrele RMN au fost inregistrate in solvent deuterat (CDCI3) folosind un agent
reducator (fenilhidrazina), la o frecventa de 500 MHz pentru spectrele de proton si 125 MHz pentru
spectrele de carbon. De asemenea, spectrele de masa de inalta rezolutie au fost realizate in prezenta
unui agent reducator (acid trifluoracetic). Pentru confirmarea puritatii compusilor au fost utilizate

cromatografia in strat subtire si determinarea temperaturii de topire.

3.4.1. Voltametrie ciclica
Studiile de voltametrie ciclica realizate pentru compusii nitroxizii profluorescenti sintetizati
aratd ca are loc un proces de oxidare reversibil ce corespunde formarii cationilor de oxoamoniu si

prezintd un potential de pic anodic (Epa) cu valori cuprinse intre 0,5 V 51 0,88 V.

3.4.2. Structura in stare solida a nitroxidului 3.1d
Difuzia lentd a nitroxidului 3.1d in diclorometan/eter de petrol a condus la obtinerea de

monocristale care au fost analizate prin intermediul difractiei de raze X.

S

Figura 14. Structura compusului 3.1d obtinutd prin difractie de raze X pe monocristal

3.5. Investigarea proprietitilor fotofizice ale 1,3,4-oxadiazolilor si ale nitroxizilor
profluorescenti

Investigarea proprietatilor fotofizice ale compusilor sintetizati s-a realizat prin intermediul
spectroscopiei UV-Vis inregistrand spectrele de absorbtie si, respectiv, prin intermediul

spectroscopiei de fluorescenta, atat in solutie, cat si in stare solida, inregistrand spectrele de excitare
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si emisie. Au fost studiati precursorii oxadiazolici 3.2a-d, nitroxizii 3.1a-d si hidroxilaminele
corespunzatoare, obtinute in urma reducerii nitroxizilor. Experimentele au fost realizate folosind o

solutie apoasa, la concentratii Tn domeniul micromolar.

3.5.1. Proprietati de absorbtie si emisie ale 2,5-diaril -1,3,4-oxadiazolilor

Spectrele de absorbtie (Figura 15) au fost inregistrate la o concentratie de 2,7x10” M, in
solutie tampon HEPES (0,001 M, pH=7,51) cu un continut de 15% DMSO. Spectrele prezinta benzi
specifice tranzitiilor m—n* datorate nucleului oxadiazolic® dar si tranzitii caracteristice nucleului

antracenic® sau pirenic’, cu maxime de absorbtie cuprinse intre Amax=294 nm $i Amax=390 nm.

1A

09 — 3.3a
% — 3.3b
o —_ 3.3c
06 3.3d
05
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01

0

270 320 370 420  A(nm) 470

Figura 15. Spectrele de absorbtie (in solutie) ale oxadiazolilor 3.3a-d

De asemenea, spectrele de excitare (Figura 16), prezinta benzi care pot fi atribuite tranzitiilor
n—m* din structura nucleului oxadiazolic® pentru compusii 3.3a (Amax=294 nm) si 3.3b (Amax=323 nm),

8

dar si benzi care corespund tranzitiilor specifice nucleului antracenic® sau pirenic’ in cazul compusilor

3.3¢ (Amax=370 nm) si, respectiv, 3.3d (Amax=360).
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-50 UAF

Figura 16. Spectrele de excitare (linii punctate) si emisie (linii) de fluorescenta in solutie ale oxadiazolilor

3.3a-d
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Spectrele de emisie integistrate pe compusii 3.3a-d in stare solidd indica o deplasare a
maximelor de emisie, spre regiunea rosie, pentru toti compusii, ceea ce conduce la deplasari Stokes

foarte largi.

3.5.2. Proprietati de absorbtie si emisie ale nitroxizilor profluorescenti

Spectrele de absorbtie ale nitroxizilor profluorescenti 3.1a-d au fost inregistrate n aceleasi
conditii ca precursorii acestora (3.3a-d). Profilul benzilor de absorbtie este similar cu cel al
oxadiazolilor 3.3a-d, cu maxime de absorbtie cuprinse intre Amax=296 nm $i Amax=392 nm.

Maximele de excitare prezinta deplasari spre regiunea rosie, comparativ cu carboxi-derivatii,
fiind cu 20 nm mai deplasate in cazul compusilor 3.1b si 3.1d, cu 12 nm pentru compusul 3.1a, in
timp ce compusul 3.1¢ nu prezinta nici o modificare a maximului de excitare. Deplasarile Stokes au
valori intre 92-124 nm, fiind aproximativ egale cu cele ale carboxi-derivatilor.

Atagarea radicalului liber la carboxi-derivatii obtinuti anterior conduce la stingerea
fluorescentei’, iar acest aspect poate fi observat in spectrele de emisie de fluorescentd inregistrate

pentru solutiile nitroxizilor (Figura 17), dar si in cele pe solid.

70 1 250 -
60 —23.3a 00 | —3.3b
50
—3.1a —3.1b
40 - 150 -
30 - 100 -
20 -
50 |
10
0 . - . . 0 - . . : }
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
350 - 350 -
300 - — 3.3¢ | |300 -
250 250 — 3.3d
— 3.1c
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Figura 17. Spectrele de emisie (in solutie) ale nitroxizilor 3.1a-d (linii negre) si spectrele de emisie ale

carboxi-derivatilor 3.3a-d

3.5.2.1. Investigarea proprietatilor duale ale nitroxizilor profluorescenti

Verificarea reducerii nitroxizilor la hidroxilaminele corespunzatoare a fost realizata prin studii
RES in prezenta ascorbatului de sodiu’ sau a fenilhidrazinei in diferite rapoarte molare intre nitroxizi
si agentii de reducere. Experimentele au fost realizate intr-o solutie degazata de HEPES 0,01M pH=

7.51 cu un continut de 15% DMSO la o concentratie de 5 x 10> M.
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Utilizarea ascorbatului de sodiu ca agent de reducere intr-un raport molar de 1:1
(nitroxid:reducator) a condus la reducerea completa a radicalului intr-un interval de 45 de minute
pentru compusii 3.1a si 3.1d, in timp ce compusii 3.1b si 3.1c au fost complet redusi dupa 120 de
minute.

Masuratorile de fluorescenta ale nitroxizilor In prezenta ascorbatului de sodiu indica o crestere
variabild a intensitatii fluorescentei: hidroxilamina corespunzatoare nitroxidului 3.1a prezintd o
crestere a intensitatii fluorescentei de 5 ori mai mare comparativ cu nitroxidul, hidroxilamina
corespunzatoare nitroxidului 3.1b prezinta o crestere a intensitatii fluorescentei de 4 ori mai mare, iar
cea corespunzatoare nitroxidului 3.1¢ de 2 ori mai mare, in timp ce hidroxilamina nitroxidului 3.1d
nu prezinta o crestere semnificativa a intensitatii fluorescentei.

Utilizarea fenilhidrazinei ca agent reducator a condus la reducerea nitroxizilor dupa 30 de
minute folosind un raport molar de 1:10, in timp ce utilizarea unui raport molar de 1:1 nu a condus la

reducerea nitroxizilor.

3.5.2.2. Efectul solventului asupra proprietitilor de emisie ale nitroxizilor profluorescenti

Avand in vedere rezultatele obtinute pentru nitroxidul 3.1d, a fost studiat efectul solventului
asupra proprietatilor de emisie si absorbtie. Au fost inregistrate spectrele de emisie ale nitroxidului
3.1d (5 x 10°M) si ale hidroxilaminei corespunzitoare (dupi tratarea solutiilor de nitroxid cu 10 eq.
fenilhidrazina timp de 30 de minute) in solventi precum: DMSO, MeOH, MeCN si CHCls.

Spectrele de fluorescentd inregistarate pentru nitroxidul 3.1d in diferiti solventi prezinta un
profil similar care nu este influentat de polaritatea solventului utilizat.

Utilizarea amestecului de solventi apa/DMSO conduce la scidderea dramatica a emisiei de
fluorescentd a nitroxidului 3.1d.

Dupd reducerea nitroxidului 3.1d, intensitatea emisiei de fluorescentd si implicit
randamentele cuantice obtinute sunt considerabil mai mari pentru spectrele nregistrate in solventi
organici, comparativ cu cel obtinut in apa/DMSO.

Datele experimentale obtinute conduc la concluzia ca utilizarea amestecului polar apa/DMSO
permite formarea de agregate moleculare datorita interactiilor care au loc intre resturile hidrofobe ale
moleculei, generand stingerea fluorescentei. '

Formarea agregatelor supramoleculare a fost confirmatd si prin intermediul spectroscopiei
RMN, prin inregistrarea spectrelor '"H-RMN in CDCls si DMSO-ds in prezenta unui exces de

fenilhidrazini!!, pentru reducerea la hidroxilamin.
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3.5.2.3. Aplicatii

Literatura prezinta exemple de molecule cu caracter dual precum nitroxizii profluorescenti ca
fiind utilizate in diferite studii cu privire la proprietitile antioxidante ale acidul ascorbic.'?

Experimentele au constat in tratarea solutiilor de nitroxid 3.1a cu diferite cantitati de ascorbat
de sodiu (intre 0 si 2 echivalenti) si inregistrarea spectrelor de emisie de fluorescenta la intervale de
15 minute.

Rezultatele au confirmat ca nitroxidul 3.1a este complet redus la hidroxilamina
corespunzatoare dupa 45 de minute, ceea ce ar putea indica folosirea acestuia pentru detectia

ascorbatului in diferite sisteme biologice.

3.7. Sinteza unui nou derivat profluorescent al 4-cloro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol

Sinteza precursorului 3.10 a fost realizata printr-o reactie de substitutie pornind de la furazanul
3.8 (4-cloro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol) si azaeterul coroana 3.9 (1,7,10,16-tetraoxa-4,13-
diazaciclooctadecan), cunoscut sub denumirea de Kryptofix 22, reactia avand loc in diclorometan
folosind ca baza trietilamina (Schema 9). Compusul 3.10 sintetizat anterior a fost utilizat in continuare
in reactia de cuplare amidicd cu 4-carboxi-TEMPO, folosind PyBOP (benzotriazol-1-il-
oxitripirolidinofosfoniu hexafluorofosfat) ca agent de activare si DIPEA (V,N-Diisopropiletillamina)

ca baza (Schema 9).

cl 2 0.
o o NN —0 o
~ 2l
_ O+ NH HN —2 - o,N N
NO, o o <»o o]
3.8 3.9 3.10

Schema 8. Sinteza compusilor 3.10 si 3.2: a) CH,Cly, EtsN, rt, peste noapte, 62% b) 4-carboxi-TEMPO, PyBOP,
DIPEA, DCM, rt, 4h, 81%.

3.7.1. Analiza structurala
Pentru compusul 3.10 au fost inregistrate spectrele 'H-RMN si 3*C-RMN in DMSO-ds si
CDCI3 (500MHz pentru proton si 125 MHz pentru carbon).

Compusii care contin in structura lor radicalul TEMPO pot fi studiati prin intermediul
spectroscopiei de rezonanti magnetici nucleard (‘H-RMN si 3C-RMN), mai exact spectrele 'C-
RMN pot oferi informatii cu privire la atomii localizati la o distantd destul de mare de centrul
radicalic.!® Astfel, in cazul nitroxidului 3.10, spectrul '"H-RMN prezini semnale largi si nerezolvate
in timp ce spectrul '*C-RMN prezini semnale care au fost atribuite furazanului, eterului coroani,
grupei carbonil implicatd in legatura amidica (0=170,2 ppm), dar si atomilor de carbon din structura

radicalului.

27



Anca G. Coman Rezumat - Teza de doctorat

3.7.2. Studii de complexare

Studiile de complexare in prezenta unor metale alcaline (Li*, Na", K") realizate pentru
compusul 3.9 au fost urmarite prin intermediul spectroscopiei RMN si spectrometriei de masa (HR-
MS) pentru a stabili capacitatea acestuia de a forma compusi “gazdd-oaspete”.

Experimentele RMN indica modificari ale semnalel in cazul adaugarii uneisolutii de perclorat
de potasiu, in timp ce addugarea unor solutii de perclorat de litiu sau de sodiu nu a generat modificari
semnificative.

Experimentele de complexare au fost studiate si prin intermediul spectrometriei de masa
(ES(+)-MS). Capacitatea de complexare a ionilor metalelor alcaline (LiClO4, NaClO4 si KCl1O4) de
catre eterul coroand a fost verificatd atat prin experimente individuale, cat si prin experimente
competitive in cadrul carora au fost utilizate amestecuri de solutii echimoleculare ale sarurilor celor
trei ioni metalici utilizati.

Exprimentele individuale au indicat formarea unor complecsi supramoleculari intre compusul
3.10 si ionii metalici utilizati.

Studiile de complexare ale nitroxidului 3.2 cu cationi ai metalelor alcaline precum LiClOa4,
NaClO4, KC104 51 CsClOs3 au indicat formarea de noi complecsi gazda-oaspete cu toti cei patru cationi

folositi.

3.7.3. Proprietatile de absorbtie si emisie

Spectrul de absorbtie al compusului 3.10 inregistrat in DMSO la o concentratie de 2x10° M
prezintd doud maxime de absorbtie la 350 nm si respectiv 500 nm, corespunzitoare tranzitiilor
nitrobenzofurazanului'® ceea ce indicd faptul ca legarea covalenta a acestuia la eterul coroanda nu
infuenteaza proprietatile de absorbtie ale oxadiazolului. Maximele de absorbtie variaza in functie de
solventul utilizat, asa cum reiese si din datele de literaturd'®, ceea ce confirmi rezultatele obtinute si
indicd un comportament solvatocromic al compusului 3.10. Pentru compusul 3.2 spectrele de
absorbtie 1n solutie au fost inregistrate n aceleasi conditii mentionate anterior pentru compusul 3.10
si au aratat un profil asemanator datorita prezentei nitrobenzofurazanului.

Spectrele Inregistrate in DMSO sau amestec de DMSO/apd (1% DMSO in solutie tampon
PBS sau 10% DMSO 1n apa ultrapurd) prezintd un maxim de emisie Aem = 550 nm (Aex = 500 nm)
corespunzator nitrobenzofurazanului. Intensitatea benzilor de emisie scade odatid cu cresterea
polaritatii solventului, ceea ce sugereaza stingerea fluorescentei ca rezultat al formarii unor agregate
moleculare, induse de polaritatea solventului.

Spectrul de fluorescentd al compusului 3.10 in stare solida prezintd un maxim de emisie la

Aem = 564 nm (Aex = 490 nm), usor deplasat catre rosu comparativ cu spectrele in solutie §i cu o
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deplasare Stokes de 74 nm. In cazul nitroxidului 3.2 se poate observa un profil similar, intensitatea
de emisie fiind mai mica comparativ cu cea inregistrata pentru precursorul sau.

De asemenea, prin intermediul studiilor de fluorescentd s-a observat cd addugarea unei
cantitati de 5 ori mai mare de solutie de ioni metalici (LiClO4, NaClO4, KClO4 si CsClO3) la compusul

3.2 conduce la scaderea intensitatii fluorescentei.

3.8. Concluzii

In acest capitol am prezentat sinteza de noi 2,5-diaril-1,3,4-oxadiazoli (3.3a-d) derivati de la
p-tolil, naftil, antracenil §i pirenil care contin in structura lor o grupare carboxil ce permite
functionalizarea ulterioard. Compusii au fost caracterizati structural, dar §i din punct de vedere al
proprietatilor optice. Experimentele au demonstrat ca derivatii de la naftil si pirenil prezintd
randamente cuantice i deplasari Stokes mari.

Nitroxizii proflorescenti 3.1a-d au fost obtinuti prin reactia dintre 1,3,4-oxadiazoli-2,5-
disubstituiti 3.3a si 4-amino-TEMPO si caracterizati prin spectrometrie RES, RMN, voltametrie
ciclica si difractie de raze X. Spectrele RES ale nitroxizilor 3.1a-d au confirmat atasarea radicalului
la carboxi-derivatii obtinuti. Prezenta radicalului liber confera nitroxizilor proprietati electrochimice,
confirmate prin intermediul voltametriei ciclice.

Spectrele de fluorescenta ale nitroxizilor au ardtat ca in prezenta radicalului liber fluorescenta
este stinsa. Aceasta poate fi redobandita prin reactia nitroxizilor cu un agent reducator (fenilhidrazina,
ascorbat de sodiu), ceea ce a facut posibila utilizarea compusului care contine unitatea tolil pentru
detectia acidului ascorbic.

In continuarea acestor studii a fost realizatd sinteza unor compusi de tip fluorofor-aza-eter-
coroand si, respectiv, fluorofor-aza-eter-coroana-nitroxid, pentru care au fost investigate structura,
proprietatile fotofizice si comportamentul in prezenta ionilor metalici alcalini. Confirmarea identitatii
compusilor a fost realizatrd prin intermediul spectroscopiei RMN ('H-RMN, !3C-RMN),
spectrometrie de masa de 1nalta rezolutie si spectroscopie RES (pentru nitroxidul 3.2). De asemenea,
comportamentul compusilor in prezenta ionilor metalici Li*, Na*, K" si Cs™ a fost studiat prin
intremediul spectroscopiei RMN si spectrometriei de masd. Spectrele de fluorescentd obtinute
sugereaza o interactiune slaba intre fluorofor si radicalul liber, dat fiind fapul ca fluorescenta se
pastreaza si in prezenta centrului paramagnetic.Stingerea partiald a fluorescentei in stare solidd sau
prin addugarea unei solutii de ion metalic poate fi utild in diferite domenii, iar astfel de sisteme
alcatuite dintr-un fluorofor, un eter coroand si un nitroxid 1si pot gasi aplicatii ca senzori pentru

monitorizarea proceselor care au loc in diferite sisteme chimice sau biochimice.
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Concluzii generale

Teza intitulatd “Comutatori organici fotoluminescenti si paramagnetici” si-a propus sinteza
si studiul proprietatilor optice ale unor derivati ai N-acilhidrazonelor, ai heterociclurilor oxadiazolice
si ai nitroxizilor profluorescenti. N-acilhidrazonele si heterociclurile oxadiazolice au ca principala
proprietate luminescenta, astfel de derivati fiind intens studiati in scopul gésirii unor molecule cu
proprietati fluorescente sau fosforescente Tmbunatétite, care pot fi utili In dezvoltarea de noi aplicatii
in domenii precum chimia materialelor, biochimia, biologia sau chimia mediului. Nitroxizii
profluorescenti sunt molecule hibrid alcatuite dintr-un fluorofor si un radical liber stabil, care
functioneaza bimodal, cu posibilitatea de comutare intre cele doua proprietati, emisia de fluorescenta
si paramagnetism.

Teza este stucturatd in patru capitole, unul dedicat prezentarii datelor de literatura, doua
capitole descriind rezultatele obtinute si un capitol continand partea experimentala detaliata.

Primul capitol “Fluorescenta compusilor organici” prezinta datele de literatura cu privire la
fluorofori, mecanismele de aparitie si stingere a fluorescentei, precum si sinteza si aplicatiile N-
acilhidrazonelor, ale heterociclurilor oxadiazolice si ale nitroxizilor profluorescenti.

Cel de al doilea capitol, “Sinteza de noi bis-N-acilhidrazone cu proprietati fluorescente”,
descrie sinteza de noi hidroxi-bis-N-acilhidrazone ale cdror modificari conformationale conduc la
emisia de fluorescentd si diferite aplicatii. Experimentele realizate demonstreaza ca hidroxi-/N-
acilhidrazonele pot fi utilizate ca molecule capabile sa emita fluorescenta prin transfer intramolecular
de protoni in stare excitatd (ESIPT), proprietitile de emisie fiind influentate de polaritatea solventului
si de efectele mezomerice dictate de particularitatile structurale pe care compusii le prezintd. O
conditie structurald esentiald pentru aparitia fenomenului de emisie de fluorescenta datorat agregarii
moleculare (AIE) in cazul compusilor sintetizati, se referd la existenta a doua grupari de tip N-
acilhidrazona, experimentele dovedind cd prezenta unei singure grupari nu conduce la aparitia
fenomenului de AIE. Protejarea grupei hidroxil induce procesul de gelificare in prezenta apei,
furnizand un gel cu fluorescentd albastra care confirma inca o datd versatilitatea acestei clase de
compusi. In plus, culoarea emisiei se poate modifica in functie de concentratie sau de cantitatea de
apa adaugatd si se datoreazd proceselor conformationale care au loc. Studiile cu privire la
comportamentul hidroxi-bis-N-acilhidrazonelor sintetizate, dupad expunere indelungata la lampa UV
(365 nm), au condus la concluzia ca fotoizomerizarea are loc cu dificultate pentru bis-N-
acilhidrazone, insa acest lucru poate fi optimizat prin modificari structurale, astfel incat procesul de
izomerizare sa aiba loc si izomerul Z sa fie stabilizat. De asemenea, emisia de fluorescenta a bis-N-
acilhidrazonelor la diferite valori ale pH-ului a fost asociatd modificarilor conformationale,

investigate prin experimentele de rezonantd magneticd nucleara.
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Aplicatiile compusilor sintetizati pot fi extinse in chimia biologica si biochimie, unul dintre
compusii sintetizati dovedindu-se un bun colorant al unui organit celular (reticulul endoplasmic), in
experimente efectuate pe celule de S. cerevisiae si celule mamaliene. De asemenea, majoritatea
derivatilor obtinuti prezinta emisie de fluorescenta in stare solidd, in regiunea galben-portocaliu iar
pentru doi dintre compusi au fost obtinute monocristale care au fost studiate prin difractie de raze X,
ceea ce ar putea face posibila utilizarea acestora in chimia materialelor.

Compusii sintetizati se comporta, asadar, ca molecule sensibile la lumina, capabile sa
modifice culoarea emisa prin actiunea luminii si/sau a solventului. Modificarile structurale impuse
prin grefarea unor substituenti cu proprietati electronice diferite conduc la compusi cu aplicatii
diferite.

Capitolul al treilea, intitulat “Sinteza de noi nitroxizi cu proprietdti duale: luminescentd si
paramagnetism”’, prezintd sinteza de noi nitroxizi profluorescenti derivati de la 2,5-diaril-1,3,4-
oxadiazoli si 1,2,5-oxadiazoli.

Nitroxizii profluorescenti derivati de la 1,3,4-oxadiazoli-2,5-disubstituiti si 4-amino-TEMPO
au fost caracterizati structural prin spectrometrie RES, RMN, voltametrie ciclica si difractie de raze
X. Spectrele RES ale acestor derivati au confirmat atasarea radicalului la carboxi derivatii obtinuti,
iar prezenta radicalului liber confera nitroxizilor proprietati electrochimice.

In prezenta radicalului liber fluorescenta este stinsa, dar poate fi redobanditd prin reactia
nitroxizilor cu un agent reducator (fenilhidrazina, ascorbat de sodiu), ceea ce face posibila utilizarea
unor astfel de compusi pentru detectia acidului ascorbic.

De asemenea, capitolului al treilea prezinta sinteza unor compusi de tip fluorofor-aza-eter-
coroanad si, respectiv, fluorofor-aza-eter-coroana-nitroxid derivati de la 1,2,5-oxadiazoli, care au fost
caracterizati din punct de vedere structural, al proprietatilor fotofizice, dar si al comportamentului in
prezenta metalelor alcaline. Spectrele de fluorescenta inregistrate sugereaza o interactiune slaba intre
fluorofor si radicalul liber, intrucat fluorescenta se pastreaza si in prezenta centrului paramagnetic,
fapt observat si in stare solidd sau prin addugarea unei solutii de ion metalic. Comportamentul
compusilor in prezenta ionilor metalici Li*, Na", K" si Cs" a fost studiat prin intermediul
spectroscopiei RMN si spectrometriei de masa, care au evidentiat formarea unor complecsi
supramoleculari, in special cu ionii de potasiu. Astfel de sisteme alcatuite dintr-un fluorofor, un eter
coroana si un nitroxid, care nu isi pierd in totalitate fluorescenta in stare solida sau la adaugarea unei
solutii dintr-un ion metalic, isi pot gasi aplicatii ca senzori pentru monitorizarea proceselor care au
loc in diferite sisteme chimice sau biochimice.

Toti compusii sintetizati au fost caracterizati prin metode fizice si spectrale (spectroscopie

RMN, spectroscopie RES, spectrometrie de masa, spectroscopie de absorbtie, spectroscopie de
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fluorescentd, voltametrie ciclicd) pentru confirmarea puritatii, a structurii si a proprietatilor fizice. De
asemenea, au fost obtinute structurile moleculare prin difractie de raze X pentru doua dintre bis-/N-
acilhidrazone, si, respectiv pentru unul dintre nitroxizii profluorescenti.

In concluzie, rezultatele obtinute in cadrul tezei de doctorat sugereazi ci emisia de
fluorescenta diferita este generatd de modificérile conformationale sau configurationale si reprezinta
o strategie utila pentru dezvoltarea de noi sisteme fluorescente de tipul bis-N-acilhidrazonelor care
pot fi modificate controlat si reversibil. Nitroxizii profluorescenti sunt moleculele hibrid alcatuite
dintr-un fluorofor si un radical liber care functioneaza bimodal, avand abilitatea de a comuta intre
cele douad proprietati, fluorescenta si paramagnetism.
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