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Izocianonaftalin alapt fényemittald vegytiletek eldallitasa és tulajdonsagaik vizsgélata

1. Bevezetés és célkitiizések

Napjainkban az ugynevezett ,,intelligens” molekulak kutatasa kiemelt
jelentdségli a kémiaban és az anyagtudomanyban. Ezek az anyagok
képesek kornyezeti ingerekre - példaul fényre, oldoszerre, pH-valtozésra
vagy ionok jelenlétére - mérhet6 moédon reagalni. A fluoreszcens
vegyiiletek kiillondsen fontos szerepet toltenek be ezen a teriileten, mivel
emisszios  tulajdonsadgaik  rendkiviil  érzékenyen  kovetik a
mikrokdrnyezet valtozésait. Ez teszi Oket alkalmassa kémiai
szenzorokként, biologiai jel6léanyagként ¢és kornyezetanalitikai
eszkozként vald alkalmazasra.

Kutatdcsoportunk korabbi munkai soran 0j tipusu izocianonaftalin
alapu fluoroforokat fejlesztett ki. Ezek koziil az egyik legjelentdsebb az
1-amino-5-izocianonaftalin (ICAN), amely ugynevezett push—pull
szerkezetii molekula: a naftalin vazhoz egy elektrondonor (amino
csoport) ¢és egy elektronakceptor (izociano csoport) kapcsolodik.
Gerjesztett allapotban a molekulan beliil téltéseltolodas jon 1étre, amely
jelentds dipdlusmomentum-valtozassal jar. Ennek kovetkezménye, hogy
a molekula emisszids maximuma erdsen fligg az olddszer polaritasatol,
vagyis szolvatokrom viselkedést mutat.

Az ICAN Kkiilonlegessége azonban nem csupan a szolvatokrom
tulajdonsag, hanem az is, hogy szelektiven reagal Hg?* ionokkal. A
higany az egyik legtoxikusabb nehézfém; vizi kdrnyezetben feldasulva
sulyos egészségligyi és okologiai karokat okozhat. A gyors, érzékeny és
koltséghatékony higanykimutatds ezért kiemelten fontos feladat. A
fluoreszcencidn alapuld modszerek eldnye, hogy kis koncentracioban is
jol mérheté jelet szolgaltatnak, és az eldvizek alkalmazasara is
alkalmassa tehetok.

Doktori munkam egyik f6 célja az ICAN vizzel és Hg?*-ionokkal
végbemend reakciojanak vizsgalata volt. Arra torekedtem, hogy
feltarjiam a reakcid0 mechanizmusat, meghatarozzam kinetikai
paramétereit, valamint tomegspektrometrids modszerekkel azonositsam
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az intermediereket ¢s reakciotermékeket. Ezzel parhuzamosan célul
tliztem ki 0j izocianonaftol-szarmazékok - az 5-izocianonaftalin-1-ol
(ICOL) és az 5-izociano-1-(oktiloxi)naftalin (ICON) - eléallitasat és
részletes fotofizikai vizsgalatat. A hidroxilcsoport jelenlétében azt
kivantam megvizsgalni, hogy kialakul-e gerjesztett allapotu
protontranszfer (ESPT), valamint hogyan valtozik a szolvatokrom
viselkedés. Az ICOL ¢és a hosszabb szénldncu ICON esetén a hidrofob
kolesonhatasok €s micellas rendszerekben valo viselkedés feltérképezése
volt a cél.

2. Alkalmazott vizsgalati modszerek

A vizsgalatok soran analitikai és modern spektroszkopiai modszereket
egyarant alkalmaztam. A szintetizalt vegyiiletek szerkezetét 'H- és °C-
NMR spektroszkopidval igazoltam. Az abszorpcids tulajdonsagokat UV-
Vis spektrofotometriaval, mig a fluoreszcencias jellemzéket JASCO
tipusu  fluoriméterrel vizsgaltam. Meghatdroztam az emisszios
maximumokat, a Stokes-eltolddast, valamint relativ moddszerrel a
kvantumhasznositési tényezot.

Az oldoészerhatds elemzéséhez kiilonbozd polaritasu kozegeket
alkalmaztam és az eredményeket Lippert—Mataga, illetve Kamlet-Taft
modszerrel értékeltem. A gerjesztett allapot dinamikajanak feltarasara
id6felbontasos emisszios méréseket (TRES) végeztem. A reakciok
kovetéseéhez ¢és a komplexek azonositidsahoz ESI-MS és MS/MS
tomegspektrometriat hasznaltam. A kinetikai paramétereket az id6fiiggd
fluoreszcenciaintenzitds valtozasabol hataroztam meg.
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3. Uj tudomanyos eredmények

3.1. Megadllapitottam, hogy az ICAN higany(ll)-kloriddal valo
reakciojaban, protikus tarsoldoszerek esetében 1,5-DAN termék mellett
koztitermékként (5-aminonaftalin-1-il) karbamat is képzodik.

A doktori munkdm egyik tudomdnyos eredménye 1j, izociano-
szubsztitualt naftalin alapu fluoreszcens rendszerek fejlesztése ¢és
fotofizikai viselkedésiik részletes feltarasa volt. Az 1,5-1CAN (1. dbra)
reakciojat  vizsgaltam  vizzel és  HgCle-al.  Fluoreszcencia
spektroszkopiaval és tomegspektrometriaval kovettem a folyamatokat,
hogy mélyebb betekintést nyerjek ennek az Osszetett reakcionak a
kinetikdjaba €s mechanizmusanak részleteibe. Az 1,5-ICAN vizzel és
HgClz-al torténé reakcidit kiilonbozé 0Osszetételii  viz/tarsoldoszer
keverékekben végeztem. A kisérlet soran alkalmazott tarsolddszerek
aprotikus oldoszerek (tetrahidrofurant, acetonitrilt és N,N-dimetil-
formamidot), valamint protikus old6szerek (etanol és 2-propanol) voltak.

NH,

+N
\\C_

1. abra: ICAN szerkezeti képlete

A 2. 4bran bemutatott reakciomechanizmus az ICAN Hg?*-ion
jelenlétében végbemend reakcidjat szemlélteti. Az (R1) 1épésben a HgCla
katalitikus szerepet tolt be. A Hg?* koordinacidja aktivilja az
higany ¢és soésav  keletkezik. Az igy képz0dé intermedier
karbamidszarmazék az (R2) Iépésben tovabbi hidrolizisen megy
keresztiil, amelynek soran karbaminsav jellegli atmeneti termék alakul
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ki. A (R3) 1épésben karbaminsav dekarboxilez6dik és végiil amincsoport
képzbdik és szén-dioxid szabadul fel.

_ k
H,;N—R—N=C" +H,0 + HgCl; —*» H,;N—R—N=C=0 + Hg + 2HCI (R1)
k, Il
H;N—R—N=C=0 + H,0 5, H,N—R—NH—C—OH (R2)
I Kee
H,N—R—NH—C—OH __ 5, H,N—R—NH, + CO, (R3)

=

2. abra: ICAN reakcidja higany(ll)-kloriddal és viz/aprotikus olddszer esetében.
Kisérleti koriilmények: [1,5-ICAN] = 2,5 x 10 °mol/l, [HgClz] = 1,2 x 103 mol/l és T
=25°C

A reakcioutvonalat  ESI  (Elektroporlasztasos  ionizacid)-
tomegspektrometrids vizsgalatokkal is alatdmasztottam.

A reakcio soran mind a viz, mind a HgCl: koncentracidja tobb
nagysagrenddel nagyobb volt, mint az 1,5-ICAN koncentracidja, ezért
koncentraciojuk  valtozdsa  elhanyagolhatonak  tekinthetd. A
fluoreszcencia-mérésekbdl nyert kinetikai adatokat irreverzibilis,
egymast kdvet6 un. ,,ABC” (A—B—C) reakciomodellel értékeltem, ahol
A a kiindulasi komponens, B a koztes termék, mig C a végtermék. Ennek

crer

valtozasat az (1)—(3) egyenletek irjak le:

[AN)=[Ale™ (1)
[Blt)= kki [f]k°l (e —e™) @
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ke —k,e™
)= a1 5o ®

ahol ki és ko rendre az A—B és B—C reakciok sebességi allandoi. Az
A, B és C fluoreszcencia-intenzitasanak iddbeli valtozasat két kiillonbozd
emisszids hullamhosszon - egy alacsonyabb (I.(t)), és egy magasabb
(IH(t)) hullamhossz (dem) - a (4) és (5) egyenlet adjak meg:

kgt L PeHKL (it kot kye 2! —kpeH!
Iy (t)= kat | TBH L fo-kat _ gk 1 4
H(t)=pape "+ K, -k, (e e )+ PCH = Tk, “)

k Kt g okt
1L (t)=pa et +|l<3&—LI<1(e_klt _e—kzt)+ PC,L{H kge k kkze } 5)
27" 2K

ahol paH, psH és pcH az A kezdeti koncentraciojanak ([A]o) és a An
hullamhosszhoz tartozé molaris emisszios egylitthatok (g) szorzatai:

Pan = eanlAlo, par = e8H[Ao és pcr = ecH[Alo

Itta ean, e8,H és ec,H rendre A, B és C komponensek molaris emisszios
egylitthatoi An hullamhosszon. Hasonldan definidlhatok paL, psL €s pcL
paraméterek az alacsonyabb emisszids hullamhossz (4L) esetében:

paL = eaL[Alo, paL = e L[A]o és pc.L = ecL[A]o,

ahol eaL, esL és ecL rendre az A, B és C komponensek molaris
emisszios egyiitthatdi AL hulldmhosszon. A modellillesztés soran a pan,
PBH, PcH, , PBL, PcL, valamint ki és ko paramétereket illesztési
paraméterként kezeltem.



Izocianonaftalin alapt fényemittald vegytiletek eldallitasa és tulajdonsagaik vizsgélata

A 3a. dbran jol lathato, hogy az emisszids intenzitds maximuma A =
495 nm-nél csokken, mig A = 382 nm-nél folyamatosan novekszik és a
spektrumok egy izoemisszios pontot mutatnak A = 450 nm-nél.
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3. abra: Az emisszids spektrumok valtozasa az 1,5-ICAN vizzel és HgClp-vel torténd
reakcidja soran THF/viz elegyben. Fluoreszcencia intenzitasok A = 382 nm-en és 495
nm-en hullamhossz értékeken 60 masodperces id6kozonként rogzitve. A szimbolumok
a kisérleti adatokat, mig a folytonos vonalak a (4) és (5) egyenletekkel illesztett gorbéket
jelolik (a). A szimbdolumok a kisérleti adatokat, mig a folytonos vonalak az illesztett
gorbéket jelolik. a (b). Az A, B és C komponensek molaris frakcidinak valtozasait, (c).
Mért (folytonos vonal) és szamitott (szaggatott vonal) emisszios spektrumok 25 perces
reakcioidénél (d). Kisérleti koriilmények: [H>O] = 27,8 mol/L (~ 50% (V/V)), [1,5-
ICAN]=2,5 x 1075 mol/L, [HgCl2] = 1,2 x 1073 mol/L és T = 25 °C.

Aprotikus olddszerek (4. ébra) esetén az izociandt intermedier (R—
N=C=0) tovabbi reakciolépésen mehet keresztiil. Az (R4) reakcidban az
alkohol nukleofil addicidja jatszodik le, amelynek eredményeként
karbamat (uretan) szarmazék képzodik.
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4. abra: ICAN kiegészitd reakcidja HgClo-1 és viz/protikus oldoszer esetében. Kisérleti
koriilmények: [1,5-ICAN] = 2,5 x 10*mol/l, [HgCl2] = 1,2 x 1073 mol/l &s T = 25 °C

3.2. Meghataroztam az ICAN és a HQClz kozott lejatszodo reakcio
pszeudo elsorendii sebességi egyiitthatoit kiilonbozo
oldoszerisszetételek esetén, és megdllapitottam, hogy az oldgszerelegy
viz tartalmanak néovekedésével nottek a sebességi egyiitthatok értékei is.

Az oldoszerdsszetétel valtoztatdsdval kimutattam, hogy a reakciod
sebessége jelentdsen fligg a viz koncentraciojatol.

Tobb mint 23 kiilonb6zd fémion vizsgalata soran jelentOs
fluoreszcenciavaltozast kizarolag a Hg*" idézett eld, ami kivalo
szelektivitast igazol.

A mechanizmus pontosabb megértése érdekében az ICAN-Hg*
rendszert aprotikus (THF, ACN és DMF) és protikus (EtOH, iPrOH)
oldoszerekben is vizsgaltam.

A protikus kozeg jelenléte mérsékelte a fluoreszcencia-intenzitas
novekedését, azonban az emisszios vordseltoldodas mind protikus, mind
protikus kozegben megfigyelhetd volt. Megallapitottam, hogy az ICAN
fluorofor fluoreszcencia intenzitasat a kozeg protikus/aprotikus jellege
jelentdsen befolyasolja.
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3.3. Elsdként dllitottam elé 5-izocianonaftalin-1-ol (ICOL) és 5-
izociano-1-(oktiloxi)naftalin (ICON) vegyiileteket, melyek
szolvatokrom tulajdonsdgot mutatnak, és meghatdroztam ezek alap és
gerjesztett dllapotainak dipolusmomentum értékeit.

A doktori munka masodik kutatasi irdnya az izocianonaftalin-alapu
fluoroforok  olddszerfiiggd  fotofizikai  viselkedésének  részletes
feltarasara iranyult. Az ICON ¢és ICOL vegyiileteket (5. dabra)
megvizsgaltam, hogy hogyan befolyasolja a molekulaszerkezet és az
oldoszer polaritdsa a gerjesztett allapot polaritdsat és relaxacios
folyamatait.

Az ICOL molekula fenolos hidroxilcsoportot tartalmaz, amely
lehetdséget teremt gerjesztett allapoti protonatmeneti (ESPT) folyamat
vizsgélatara, mig az ICON esetében az alkoxi-szubsztituens kizarja a
protonleadast, igy kontroll vegyiiletként is szolgalhat az intramolekularis
toltésatviteli (ICT) folyamatok elkiilonitésére.

OR

R = - H, 5- izocianonaftalin-1-ol (ICOL)
R = - CgH17, 5-izociano-1-(oktiloxi)naftalin (ICON
5. dbra ICOL és ICON szerkezeti képlete

Az ICOL és annak oktil-lanccal modositott szarmazékat, az ICON
szerkezetét "TH-NMR, *C-NMR ¢és ESI-TOF MS mérésekkel igazoltam

Az ICOL emisszids maximuma apolaris olddszerben (toluol) 384 nm,
mig erdsen polaris DMSO-ban 435 nm-re tolodik, ami 51 nm-es
batokrom eltolodast jelent. Ezzel szemben az ICON emisszios
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maximuma 368-395 nm tartomanyban valtozik, azaz mindossze 27 nm-

es eltolodast mutat. (6. abra)

=
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6. abra. Az ICOL (a) és az ICON (b) fluoreszcencidjanak bemutatisa. Az ICOL (c,d)
és ICON (e,f) UV-Vis és fluoreszcencia spektruma kiilonb6z6 oldoszerekben.
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Ez az eredmény igazolja, hogy az ICOL esetében erdteljesebb bels6
toltésathelyezés (ICT) zajlik, a fenolos OH-csoport jelentdsen hozzajarul
az oldoszerrel vald kolcsonhatashoz ¢és az ICON esetében az alkoxi-
szubsztituens csokkenti a protonatadas lehetoségét.

A kvantumhasznositas (®) ICOL esetében jelentds oldoszerfliggést
mutat ®tur = 0,69, ®pmr = 0,07 és Ppmso = 0,05. Ez tobb mint tizszeres
csOkkenést jelent, ami a poldris olddszerekben megndvekedett nem
radiativ relaxacios folyamattal magyarazhato.

A szolvatokrom viselkedést tobb modszerrel (Lippert—Mataga,
Weller, Bilot-Kawski, McRae, Reichardt) elemeztem. A Lippert—
Mataga analizis alapjan megallapitottam, hogy az ICOL gerjesztett
allapotll dipoélusmomentuma jelentdsen nagyobb a gerjesztés eldtti
allapothoz képest és a dipolusmomentum-ndvekedés igazolja az
intramolekularis toltésathelyezést. ICOL esetében a gerjesztett allapot
jelentés polaritasnovekedése okozza az emisszid vordseltolodasat a
polaritassal.

Az egyik legfontosabb eredmény a kettds emisszid kimutatasa volt.
Polaris oldoszerekben (2-propanol, metanol, DMF, DMSO) az ICOL
masodik emisszios sdvot mutat ~550 nm koriil. A zdld emisszios
komponens intenzitasa a kovetkezd sorrendben novekszik:

2-propanol < metanol < DMF < DMSO

Ez kozvetlen bizonyitéka a gerjesztett allapotli protonatmenetnek
(ESPT).
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3.4. Megallapitottam, hogy az ICOL kettés fluoreszcencidjanak
jelenléte a gerjesztett dllapotu anionnak tulajdonithato, amely a
gerjesztett dllapoti protondtmenettel (ESPT) keletkezett.

Meghataroztam az ICOL savi allandoit:

. alapallapoti pKa= 8,4+ 0,3
. gerjesztett allapota pKa* = 0,9 £ 0,7

Ez tobb mint 7 pKa-egységnyi saverdsddést jelent gerjesztés hatdsara.
Ez azt bizonyitja, hogy az ICOL erds foto-savként viselkedik, és
gerjesztett allapotban nagysagrendekkel konnyebben ad le protont. Az
idoéfelbontast emisszios spektroszkopiai (TRES) mérések szerint az
ICOL élettartama 10,1-5,0 ns, mig az ICON ¢lettartam 5,7-3,8 ns

Az ICOL hosszabb élettartama és kettds emisszidja megerdsiti, hogy
két kiilonbozd emisszids allapot vesz részt a folyamatban.

1. tablazat: ICOL és ICON fluoreszcencia lecsengési allando (kr), nem sugérzasos
atmenetek lecsengési allandodja (knr) és a teljes fluoreszcencia lecsengési allandok (ki)
értékei kiilonbozo oldoszerek esetében.

Sebességi allandok (ki, Kr, Knr) X 108 (s%)
ICOL ICON

Oldoszerek kt Kr Knr ki kr Knr
Toluol 1,41 0,62 0,79 2,44 0,88 1,56
Tetrahidrofuran 1,25 0,86 0,39 2,63 1,08 1,55
Diklormetan 0,99 0,69 0,30 1,96 0,33 1,63
Acetonitril 1,23 0,58 0,65 2,33 0,89 1,44
Metanol 2,00 0,08 1,92 1,96 0,65 1,31
Dimetilszulfoxid|1,23"0,68™ (0,03),(0,02) (1,2),(0,66) 1,75 1,19 0,56

*440 nm-en meghatarozva, ** 550 nm-en meghatarozva
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DMSO-ban az ICOL esetében kettds €lettartam figyelhetdé meg, amely
két kiillonb6z6 emisszido jelenlétére utal. A nagyon alacsony
fluoreszcencias sugarzasi allandok ((0,03) és (0,02) x 10® s7') és a nagy
sugarzas nélkiili fluoreszcencias lecsengési allandok arra engednek
kovetkeztetni, hogy erdsen polaris, de nem protikus koézegben a
toltésatviteli allapot stabilizaloédik, ami fokozza a sugarzasi nélkiili
relaxaciot. Osszességében az adatok azt mutatjak, hogy az ICOL
fotofizikai viselkedése erdsen érzékeny a kornyezetre, kiilondsen
protikus olddszerekben, mig az ICON esetében a relaxacios folyamat
kevésbé fligg az olddszer hidrogénhid kotd képességétdl. Ez megerdsiti,
hogy a fenolos OH-csoport jelenléte kulcsszerepet jatszik a sugarzas
nélkiili relaxacios folyamatokban.
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3.5. Megallapitottam, hogy az ICOL nemcsak az ionos (pl. ndatrium-
lauril-szulfat, SLS) és a nemionos feliiletaktiv anyagok (pl. Tween 80)
kritikus micellaképzodési koncentracidjanak (CMC) meghatdarozdsdra
alkalmas, hanem egyéb micellaris paraméterek, igy példaul a
megoszlasi hdanyadosok, vizsgalatira is. Emellett alkalmazhato
biomakromolekulak (példaul BSA) belsé iiregei polaritasviszonyainak
feltérképezésére is.

Az ICOL fluoreszcencias viselkedését ionos (SLS) és nemionos
(Tween 80) micellas rendszerekben vizsgaltam. A  kritikus
micellaképzddési koncentracio kornyezetében nagymértéki
fluoreszcencia valtozas volt megfigyelhetd.

1000 ~1000
a A~ somM| 3 b. ®
25 _ 800 [
5 800 / - @
8 / 3 T
& 600 E 600 |
«S s o
= It N
N A
T 400 2 5 400 |
g IR |
E . S {€me>y
1200 c 200 f S ae
. 2 v
£
0 . : : ; . a4 0 . - -
350 400 450 500 550 600 L 45 -35 25 15
A (nm) logcg s

7. abra: () Az emisszids spektrum és a fluoreszcencia intenzitas valtozasa 420 nm-en

(SLS) jelenlétében. Az ICOL koncentracidja 50,6 uM. A kiivetta az ICOL vizes
oldatanak fluoreszcenciajat mutatja SLS nélkiil és SLS jelenlétében. A gerjesztési
hullamhossz 327 nm volt.

Az emisszids maximum kékeltoloddsa €s az intenzitds novekedése
arra utal, hogy a molekula a micella hidrofob magjaban lokalizalodik. Ez
bizonyitja, hogy az ICOL alkalmas mikrokornyezeti
polaritasérzékeldként valo alkalmazasra.

Az ICOL fluoreszcens tulajdonsaga, valamint a viz és egy kevésbé
polaris kornyezet ko6zotti megoszlasa biomolekuldk vizsgalatara is
alkalmazhato (pl. szarvasmarhaszérum-albumin (BSA) esetében). Amint
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azt a 8a. abra és a 8b. dbra mutatja, az emisszios maximumok mind 405
nm-en, mind 505 nm-en novekedtek a BSA hozzaadasakor. Fontos
megjegyezni, hogy a 327 nm-en gerjesztett BSA-oldat kék szinii
fluoreszcenciat mutatott, amelynek maximalis hullamhossza 414 nm
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8. abra: (a) Az emisszios spektrum; (b) a fluoreszcencia intenzitds valtozasa 505 nm-en
5-izocianonaftalin-1-ol vizes oldata esetében szarvasmarha-szérumalbumin (BSA)
jelenlétében, kiilonb6zoé koncentraciokban. Az ICOL koncentracidja 1,68 pM, a
gerjesztési hullamhossz 327 nm.

Az ICOL fluoreszcencia-intenzitas novekedése BSA jelenlétében
annak tulajdonithatd, hogy a vizmolekuldk a BSA kevésbé polaros
részébe ,bedgyazott” ICOL molekuldkhoz kevésbé férnek hozza.
Tovabba az is valoszinli, hogy ilyen koriilmények kozott az ICOL
deprotondlodasa gerjesztett allapotban torténik. Az igy 1étrejové ESPT-
sav (gerjesztett allapoti protontranszfer) azonban feltehetden annak
koszonhetd, hogy a BSA kevésbé polaris mikrokdrnyezete miatt a
gerjesztett allapoti anion kevésbé képes hidrogénkdtéseket 1étrehozni,
mint az viz. Ezen kiviil a BSA-koncentracié novelésével egy Gj, 475 nm
koriili s&v jelent meg. Ennek a sdvnak jelenléte az emisszids
spektrumokban azt jelezheti, hogy az ICOL molekulak képesek kotddni
a BSA kiilonb6z6 polaritasu részeihez.
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4. Az eredmények gyakorlati alkalmazasa

Munkéam eredményei alapjan megallapithatd, hogy az ICAN alkalmas
Hg*" ionok gyors, szelektiv és érzékeny kimutatasara vizes kozegben. A
modszer egyszerl fluoreszcencia mérésen alapul, igy potencialisan terepi
vizsgalatokban is alkalmazhaté ¢él6 vizek higany szennyezésének
monitorozasara.

Az ICOL jelentés szolvatokrom tulajdonsaga és mikrokornyezetre
vald érzékenysége lehetdvé teszi bioldgiai rendszerek vizsgalatat,
példaul fehérjékhez vagy micellakhoz val6 kotddés tanulmanyozasat. A
jovoben ezek a molekuldk potencialisan alkalmazhatok fluoreszcencia-
¢lettartam alapt képalkotasban és érzékeny kdrnyezeti szenzorként. Az
ICOL alkalmas a kritikus micellaképz6dési koncentraciok (CMC) és
tovabbi micellaris paraméterek meghatarozasara mind ionos (SLS), mind
nemionos (Tween 80) rendszerekben, valamint mikroheterogén
rendszerek szerkezetének feltarasara is.

15
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Synthesis and Investigation of the Properties of Isocyanonaphthalene-Based
Luminescent Compounds

1. Introduction and objectives

Nowadays, the research of so-called “smart” molecules is of
outstanding importance in chemistry and materials science. These
materials are capable of responding measurably to environmental stimuli,
such as light, solvent, pH changes, or the presence of ions. Fluorescent
compounds play a particularly important role in this field because their
emission properties are highly sensitive to changes in the
microenvironment. This makes them suitable for applications as
chemical sensors, biological labeling agents, and environmental
analytical tools.

During the previous work of our research group, new types of
isocyanonaphthalene-based fluorophores were developed. One of the
most significant among them is 1-amino-5-isocyanonaphthalene (ICAN),
which is a so-called push—pull structured molecule: an electron donor
(amino group) and an electron acceptor (isocyano group) are attached to
the naphthalene skeleton. In the excited state, intramolecular charge
transfer occurs, accompanied by a significant change in dipole moment.
As a consequence, the emission maximum of the molecule strongly
depends on the polarity of the solvent, i.e., it exhibits solvatochromic
behavior.

However, the special feature of ICAN is not only its solvatochromic
property, but also that it reacts selectively with Hg?* ions. Mercury is one
of the most toxic heavy metals; when accumulated in aquatic
environments, it may cause severe health and ecological damage.
Therefore, rapid, sensitive, and cost-effective mercury detection is of
great importance. Fluorescence-based methods have the advantage of
providing a measurable signal even at low concentrations and can
potentially be adapted for applications in natural waters.

One of the main objectives of my doctoral work was the investigation
of the reaction of ICAN with water and Hg?* ions. | aimed to reveal the
reaction mechanism, determine its Kinetic parameters, and identify
intermediates and reaction products using mass spectrometric methods.
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In parallel, 1 aimed to synthesize and perform detailed photophysical
investigations on  new  isocyanonaphthol  derivatives  5-
isocyanonaphthalene-1-ol (IcCoL) and 5-isocyano-1-
(octyloxy)naphthalene (ICON). In the presence of the hydroxyl group, I
intended to investigate whether excited-state proton transfer (ESPT)
occurs and how the solvatochromic behavior changes. In the case of
ICOL and the longer carbon-chain ICON, the goal was also to explore
hydrophobic interactions and behavior in micellar systems.

2. Experimental Methods

During the investigations, both analytical and modern spectroscopic
methods were applied. The structures of the synthesized compounds were
confirmed by *H and **C NMR spectroscopy. Absorption properties were
studied by UV-Vis spectrophotometry, while fluorescence characteristics
were investigated using a JASCO fluorimeter. Emission maxima, Stokes
shifts, and fluorescence quantum yields were determined

To analyze solvent effects, media with different polarities were
applied, and the results were evaluated using the Lippert-Mataga and
Kamlet-Taft methods. To reveal excited-state dynamics, time-resolved
emission spectroscopy (TRES) measurements were carried out. ESI-MS
and MS/MS mass spectrometry were used for monitoring reactions and
identifying complexes. Kinetic parameters were determined from the
time-dependent changes in fluorescence intensity.
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3. New Scientific Results

3.1. | established that during the reaction of ICAN with mercury(l1)
chloride, in the presence of protic co-solvents, (5-aminonaphthalen-1-
yl) carbamate is formed as an intermediate besides the 1,5-DAN
product.

One of the scientific achievements of my doctoral work was the
development of new isocyano-substituted naphthalene-based fluorescent
systems and the detailed exploration of their photophysical behavior. The
reaction of 1,5-ICAN was investigated with water and HgCl,. The
processes were monitored by fluorescence spectroscopy and mass
spectrometry to gain deeper insight into the kinetics and mechanism of
this complex reaction. The reactions of 1,5-ICAN with water and HgCl.
were carried out in water/co-solvent mixtures of different compositions.
Aprotic ~ solvents  (tetrahydrofuran, acetonitrile, and  N,N-
dimethylformamide) as well as protic solvents (ethanol and 2-propanol)
were used as co-solvents.

NH

+N\\

o

Figure 1: ICAN structural formula

The reaction mechanism presented in Figure 2 illustrates the reaction
of ICAN in the presence of Hg?* ions. In step (R1), HgCl. acts as a
catalyst. Coordination of Hg?* activates the isocyano group, facilitating
water addition, while elemental mercury and hydrochloric acid are
formed. The resulting intermediate urea derivative undergoes further
hydrolysis in step (R2), leading to the formation of a carbamic acid-type
transient product. In step (R3), the carbamic acid undergoes
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decarboxylation, resulting in amino group formation and carbon dioxide
release.

_ k
H,N—R—N=C" +H,O + HgCl, — » H,N—R—N=C=0 + Hg + 2HCI (R1)
k, I
H,N—R—N=C=0 + H,0 __*, H,N—R—NH—C—OH (R2)
I Kee
H:N—R—NH—C—OH _ %, H,N—R—NH, + CO, (R3)

-

Figure 2: Reaction of ICAN with mercury(lIl) chloride and water/aprotic solvent.
Experimental conditions: [1,5-ICAN] = 2,5 x 10~*mol/L, [HgCl.] = 1,2 x 1073 mol/L
and T=25°C

The reaction pathway was also supported by ESI (electrospray
ionization) mass spectrometric investigations.

During the reaction, the concentrations of both water and HgCl> were
several orders of magnitude higher than that of 1,5-ICAN; therefore,
changes in their concentrations could be neglected. The kinetic data
obtained from fluorescence measurements were evaluated using an
irreversible consecutive “ABC” (A—B—C) reaction model, where A is
the starting component, B is the intermediate product, and C is the final
product.

[Alt)=[ALe™ (1)
B))= lAb o o) @
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ke " —k,e ™
[clt)=[Al], [1 + W} 3)

where ki and kz are the rate constants of the reactions A—B and B—C,
respectively. The time evolution of the fluorescence intensity of A, B and
C at two different emission wavelengths - a lower (I (t)) and a higher
(I1(t)) wavelength (dem) - is given by equations (4) and (5):

k —kot —kit
* k, —kq ' K, —kq

k —kot —kqt
IL(t)=pare™ +M(e_klt —e ket )+ PcL|1+ ke Kae (5)
' ko —kq ’ ko —kyg

where pan, psx and pcx are the products of the initial concentration
of A,([A]o) and the molar emission coefficients (g) corresponding to the
wavelength An::

Pan = ean[Alo, PaH = esH[A]o és pcH = ecH[Alo

Here ean, esn and ec,n are the molar emission coefficients of
components A, B and C, respectively, at wavelength An. Similarly, the
parameters pac, psL and pcL can be defined for the lower emission
wavelength (AL):

paL = eaL[Alo, peL = e L[A]o és pc.L = ecL[A]o,

where eaL, esL and ec. are the molar emission coefficients of
components A, B and C at wavelength /., respectively. During the model
fitting, the parameters pan, Ps.H, PcH, Pa.L, Pc.L, and ki and kz were treated
as fitting parameters.
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In Figure 3a, it is clearly seen that the maximum of the emission
intensity decreases at A = 495 nm, while at A = 382 nm it continuously
increases and the spectra show an iso-emission point at A =450 nm.
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Figure 3.: Emission spectra changes during the reaction of 1,5-ICAN with water and
HgCl; in THF/water. Fluorescence intensities recorded at A = 382 nm and 495 nm at 60
s intervals. The symbols represent the experimental data, while the solid lines represent
the fitted curves using equations (4) and (5) (a). The symbols represent the experimental
data, while the solid lines represent the fitted curves. a (b). Changes in the molar
fractions of components A, B and C, (c). Measured (solid line) and calculated (dashed
line) emission spectra at 25 min reaction time (d). Experimental conditions: [H2Q] =
27.8 mol/L (~ 50% (V/V)), [1,5-ICAN] = 2.5 x 10°° mol/L, [HgCl,] = 1.2 x 1073 mol/L
and T =25 °C.

In the case of aprotic solvents (Figure 4), the isocyanate intermediate
(R-N=C=0) can undergo an additional reaction step. In the (R4)
reaction, the nucleophilic addition of the alcohol occurs, resulting in the
formation of a carbamate (urethane) derivative.
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Figure 4: ICAN addition reaction in the case of HgCl, and water/protic solvent.
Experimental conditions: [1,5-ICAN] = 2.5 x 107°mol/L, [HgCl;] = 1.2 x 107 mol/L
and T =25 °C

3.2. | determined the pseudo-first-order rate constants of the
reaction between ICAN and HgCl. at different solvent compositions
and established that the rate constants increased with increasing water
content of the solvent mixture.

By varying the solvent composition, | demonstrated that the reaction
rate strongly depends on water concentration.

Among more than 23 investigated metal ions, significant fluorescence
change was induced exclusively by Hg?*, demonstrating excellent
selectivity.

For a more precise understanding of the mechanism, the ICAN-Hg?*
system was also investigated in aprotic (THF, ACN, and DMF) and protic
(EtOH, iPrOH) solvents.

The presence of protic media reduced the increase in fluorescence
intensity; however, emission red shift was observed in both protic and
aprotic media. | established that the fluorescence intensity of the ICAN
fluorophore is significantly influenced by the protic/aprotic character of
the medium.
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3.3. For the first time, 1| synthesized the compounds 5-
isocyanonaphthalene-1-ol (ICOL) and 5-isocyano-1-
(octyloxy)naphthalene  (ICON), which exhibit solvatochromic
properties, and | determined the dipole moments of their ground and
excited states.

The second research direction of the doctoral work focused on the
detailed investigation of the solvent-dependent photophysical behavior
of isocyanonaphthalene-based fluorophores. The ICON and ICOL
compounds were investigated to determine how molecular structure and
solvent polarity influence excited-state polarity and relaxation processes.

The ICOL molecule contains a phenolic hydroxyl group, which
provides an opportunity to investigate excited-state proton transfer
(ESPT), whereas in the case of ICON, the alkoxy substituent excludes
proton dissociation and may therefore serve as a control compound for
distinguishing intramolecular charge transfer (ICT) processes.

R = - H, 5-isocyanonaphthalene-1-ol (ICOL)
R = - CgHa7, 5-isocyano-1-(octyloxy)naphthalene (ICON
Figure 5. Structural formula of ICOL and ICON
The structures of ICOL and its octyl-chain modified derivative, ICON,

were confirmed by 'H-NMR, ¥C-NMR, and ESI-TOF MS
measurements. (Figure 5)

The emission maximum of ICOL shifts from 384 nm in nonpolar
solvent (toluene) to 435 nm in highly polar DMSOQO, corresponding to a
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51 nm bathochromic shift. In contrast, the emission maximum of ICON
changes only within the range of 368-395 nm, corresponding to only a
27 nm shift. (Figure 6)
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Figure 6. Presentation of the fluorescence of ICOL (a) and ICON (b). UV-Vis and
fluorescence spectra of ICOL (c,d) and ICON (e,f) in different solvents.
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This result confirms that stronger intramolecular charge transfer (ICT)
occurs in ICOL, and that the phenolic OH group contributes significantly
to solvent interactions, while in the case of ICON, the alkoxy substituent
reduces the possibility of proton transfer.

The fluorescence quantum yield (®) of ICOL exhibited significant
solvent dependence: ®tHF = 0.69, ®pmr = 0.07, and Ppmso = 0.05. This
more than tenfold decrease can be explained by enhanced non-radiative
relaxation processes in polar solvents.

The solvatochromic behavior was analyzed by several methods
(Lippert-Mataga, Weller, Bilot-Kawski, McRae, Reichardt). Based on
the Lippert-Mataga analysis, | found that the dipole moment of ICOL in
its excited state is significantly greater than that in its ground state and
the increase in dipole moment confirms the intramolecular charge
transfer. In the case of ICOL, the significant increase in the polarity of
the excited state causes the redshift of the emission with polarity.

One of the most important results was the detection of double
emission. In polar solvents (2-propanol, methanol, DMF, DMSO) ICOL
shows a second emission band around ~550 nm. The intensity of the
green emission component increases in the following order:

2-propanol < methanol < DMF < DMSO

This is direct evidence for excited state proton transition (ESPT).
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3.4. | established that the presence of dual fluorescence in ICOL is
attributed to the excited-state anion formed via excited-state proton
transfer (ESPT).

| determined the acid dissociation constants of ICOL:

« ground-state pK,=8.4+0.3
. excited-state pKa* = 0.9 £ 0.7

This corresponds to an acid-strength increase of more than 7 pKa units
upon excitation. This demonstrates that ICOL behaves as a strong
photoacid and releases protons much more readily in the excited state.
According to time-resolved emission  spectroscopy (TRES)
measurements, the lifetime of ICOL is 10.1-5.0 ns, whereas the lifetime
of ICON is 5.7-3.8 ns.

The longer lifetime and dual emission of ICOL confirm that two
different emissive states participate in the process.

Table 1: ICOL and ICON fluorescence decay constant (k), decay constant of non-
radiative transitions (knr) and total fluorescence decay constants (k;) values for different
solvents.

Fluorescence decay rates (Kt, Kr, Knr) X 108 (s)
ICOL ICON

Solvents kt Kr Knr ke Kr Knr
Toluene 1.41 0.62 0.79 244 0.88 1.56
Tetrahydrofuran 1.25 0.86 0.39 2.63 1.08 1.55
Dichloromethane]  0.99 0.69 0.30 1.96 0.33 1.63
Acetonitrile 1.23 0.58 0.65 2.33 0.89 1.44
Methanol 2.00 0.08 1.92 1.96 0.65 1.31
Eu'lrp(f;:‘g; 1.23°0.68™ (0,03).(002) (1.2).(066)| 175 119 056

*Determined at 440 nm, ** Determined at 550 nm
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In DMSO, ICOL exhibits a dual lifetime, indicating the presence of
two distinct emissions. The very low fluorescence radiation constants
((0.03) and (0.02) x 10°® s7') and the high fluorescence decay constants
without radiation suggest that the charge transfer state is stabilized in a
highly polar but non-protic medium, which enhances the radiationless
relaxation. Overall, the data show that the photophysical behavior of
ICOL is highly sensitive to the environment, especially in protic solvents,
while for ICON the relaxation process is less dependent on the hydrogen
bonding capacity of the solvent. This confirms that the presence of the
phenolic OH group plays a key role in the radiationless relaxation
processes.

12
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3.5. | established that ICOL is suitable not only for determining the
critical micelle concentration (CMC) of ionic (e.g., sodium lauryl
sulfate, SLS) and nonionic surfactants (e.g., Tween 80), but also for the
investigation of other micellar parameters such as partition
coefficients. Furthermore, it can also be applied for mapping the
polarity conditions inside biomacromolecules (e.g., BSA).

The fluorescence behavior of ICOL was investigated in ionic (SLS)
and nonionic (Tween 80) micellar systems. Significant fluorescence
changes were observed around the critical micelle concentration.
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Figure 7: (a) Emission spectrum and fluorescence intensity changes at 420 nm (b) of 5-
isocyanonaphthalen-1-ol (ICOL) in the presence of different concentrations of sodium
lauryl sulfate (SLS). The concentration of ICOL is 50.6 uM. The cuvette shows the
fluorescence of an aqueous solution of ICOL without SLS and in the presence of SLS.
The excitation wavelength was 327 nm.

The blue shift of the emission maximum and the increase in intensity
indicate that the molecule becomes localized within the hydrophobic core
of the micelle. This demonstrates that ICOL is suitable for application as
a microenvironmental polarity sensor.

The fluorescent property of ICOL and its partition between water and
a less polar environment can also be used to study biomolecules (e.g.,
bovine serum albumin (BSA)). As shown in Figure 8a and Figure 8b, the
emission maxima at both 405 nm and 505 nm increased upon the addition
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of BSA. It is important to note that the BSA solution excited at 327 nm
exhibited blue fluorescence with a maximum wavelength of 414 nm.
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Figure 8: (a) Emission spectrum; (b) fluorescence intensity variation at 505 nm for
an aqueous solution of 5-isocyanonaphthalen-1-ol in the presence of bovine serum
albumin (BSA) at different concentrations. The ICOL concentration is 1.68 uM, the
excitation wavelength is 327 nm.

The increase in ICOL fluorescence intensity in the presence of BSA
can be attributed to the reduced accessibility of water molecules to ICOL
molecules “embedded” in the less polar part of BSA. Furthermore, it is
also likely that under such conditions ICOL deprotonation occurs in the
excited state. However, the resulting ESPT band (excited state proton
transfer) is presumably due to the fact that the less polar
microenvironment of BSA makes the excited state anion less able to form
hydrogen bonds than water. In addition, a new band around 475 nm
appeared with increasing BSA concentration. The presence of this band
in the emission spectra may indicate that ICOL molecules are able to bind
to parts of BSA with different polarities.
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4. Practical applications of the results

Based on the results of my work, it can be concluded that ICAN is
suitable for the rapid, selective, and sensitive detection of Hg?* ions in
aqueous media. The method is based on simple fluorescence
measurements and therefore may potentially be applied in field studies
for monitoring mercury contamination in natural waters.

The significant solvatochromic properties and microenvironmental
sensitivity of ICOL make it suitable for investigations of biological
systems, for example the study of binding to proteins or micelles. In the
future, these molecules may potentially be applied in fluorescence
lifetime-based imaging and as sensitive environmental sensors. ICOL is
suitable for determining critical micelle concentrations (CMC) and
additional micellar parameters in both ionic (SLS) and nonionic (Tween
80) systems, as well as for revealing the structure of microheterogeneous
systems.
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