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Prima parte a tezei de doctorat cuprinde un studiu de literaturd si este
structuratd in 2 capitole. Capitolul 1 se referd la generalitati despre principiul fizic al
spectroscopiei RMN, informatii obtinute din spectre si descrierea experimentelor
uzuale de care se foloseste aceasta tehnica. In capitolul 2 al studiului de literatura
sunt prezentate generalitati despre ciclodextrine si complecsii lor de incluziune,
despre folosirea spectroscopiei RMN dar si a altor metode de caracterizare in
studierea acestora.

In partea a 2-a a tezei de doctorat sunt prezentate rezultatele cercetarilor
originale care sunt cuprinse in 4 capitole. Capitolul 3 se refera la caracterizarea RMN
a ciclodexrtinelor si cuantificarea unor zaharide in amestecuri. S-au caracterizat
structural prin RMN 3 ciclodextrine native: a-, - si y-ciclodextrine in solutii in D,0O
si DMSO-ds si 4 zharide Tntrudite cu acestea. Cele 4 zaharide au fost indentificate in
matrici apoase complexe (sucuri de fructe) si cuantificate cu ajutorul tehnicii PCA.
Au fost caracterizate structural 10 ciclodextrine substituite: sulfobutil eter-p-
ciclodextrina, sare de sodiu, monoclorotriazinil-p-ciclodextrina, sare de sodiu, metil-
B-ciclodextrind, 2-hidroxipropil-B-ciclodextrind si sase o-, - si y-ciclodextrine
substituite cu resturi de oligolactat pentru care s-a determinat pozitia preferatid de
legare a substituentului. Tot Tn acest capitol s-a studiat influenta conditiilor
experimentale: temperaturd, pH, folosirea standardelor interne si externe asupra
aspectului spectrelor RMN ale ciclodextrinelor.

Unul dintre studiile incluse Tn acest capitol a urmarit caracterizarea prin
spectroscopie RMN a celor trei ciclodextrine native folosite in mod uzual pentru
obtinerea complecsilor de incluziune: a-ciclodextrina (ACD), B-ciclodextrina (BCD)
si y-ciclodextrina (GCD). Scopul urmdrit a fost obtinerea parametrilor spectrali
(deplasérile chimice, multiplicitatea semnalelor si valorile constantelor de cuplaj)
corespunzatori acestor ciclodextrine, in doi solventi deuterati, D,O si DMSO-ds.
Criteriile pentru alegerea acestor solventi au fost: solubilitatile, atat a ciclodextrinelor
cat si a complecsilor de incluziune, si aplicatiile complecsilor de incluziune.
Majoritatea complecsilor de incluziune au aplicatii in medicina, cele mai multe teste
fiind specifice industriei farmaceutice pentru acreditarea unui medicament realizandu-
se pe solutii apoase sau in dimetilsulfoxid.



a-ciclodextrina (ACD) B-ciclodextrina (BCD) y-ciclodextrina (GCD)

Moleculele ciclodextrinelor sunt alcatuite din unitati de a-(+)-glucopiranoza in
conformatie “C,. Unitatile de glucozi sunt legate intre ele prin legaturi a(l—4)-
glicozidice rezultind macrocicluri cu forma toroidald care prezintd o cavitate
interioara.

SCHz-OH

Figura 1. a) Structura unitatilor de glucopiranoza din ciclodextrine si numerotarea
atomilor de carbon ai acestora, b) reprezentarea schematica a macrociclului unei
ciclodextrine si a pozitionarii atomilor de hidrogen

Pentru caracterizarea celor trei ciclodextrine ih D,O si DMSO-dg, au fost
inregistrate experimente RMN uni si bidimensionale de tipurile: *H-RMN, *C-RMN,
H,H-COSY, H,C-HMQC, H,C-HMBC si H,C-HSQC fara decuplare de proton.

Tn spectrele *H-RMN pentru cele trei ciclodextrine, prezentat in figura 2, se
observa semnale izolate pentru protonii din pozitiile H-1, H-2, H-3 si H-4, iar
semnalele pentru protonii din pozitiile H-5 si H-6 sunt suprapuse. Desi ciclodextrinele
analizate in aceastd teza contin un numar variabil de unitati glucopiranozice (intre 5 si
8 unitati, conform structurilor chimice prezentate mai sus), numarul de semnale
obtinute in spectrele 'H RMN este acelasi. Aceastd caracteristica este o consecint a
simetriei structurale, specifica ciclodextrinelor nesubstituite. n spectrele H-RMN,
obtinute in D,O drept solvent, lipsesc semnalele pentru protonii grupelor hidroxilice
primare si secundare. Acest lucru se datoreaza schimbului foarte rapid dintre protonii
labili si atomii de deuteriu din D,0. Spre deosebire de spectrele inregistrate in D,0, in
spectrele 'H-RMN finregistrate in DMSO-ds apar semnalele pentru protonii din
grupele hidroxil primare si secundare.
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Figura 2. Spectrele 'H-RMN pentru ACD, BCD si GCD in D,0 (a) si DMSO-dg (b)
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Figura 3. Spectrele **C-RMN pentru ACD, BCD si GCD fnregistrate in
D,0 si atribuirea semnalelor



Un alt studiu inclus in aceastd teza este analiza unor zaharide native Tn matrici
apoase complexe, cum sunt sucurile de fructe. Desi este o metodd de analizd mai
putin sensibild, spectroscopia RMN are avantajul cd oferd profilul global al probei
analizate. Astfel, in amestecurile complexe analizate pot fi observati compusi
necunoscuti sau neasteptati. Spectrele RMN 1in stare lichida, corespunzatoare
matricilor apoase complexe, contin zeci de semnale care se suprapun. Din cauza
acestei complexitati, este aproape imposibil sa se atribuie fiecare semnal prezent Tn
spectru.

S-au cuantificat 4 zaharide native (glucoza, zaharozd, fructoza si galactoza)
prezente in sucuri de fructe naturale si comeciale.

1H RMN fructoza+glucoza
SUC MAR GOLDEN zaharoza+galactoza

glucoza

zaharoza

galactoza

fructoza

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figura 4. Spectrul *H-RMN corespunzitor unei probe de suc de mér Golden, cu
atribuirea semnalelor zaharidelor

Un alt studiu cuprins n acest capitol s-a referit la carcterizarea ciclodextrinelor
modificate. Pentru a schimba solubilitatea si proprietitile de incluziune ale
ciclodextrinelor, este interesantd introducerea unor substituenti in structura acestora.
S-au caracterizat complet 10 ciclodextrine modificate: patru dintre ele in solutii
apoase: 2-hidroxipropil-B-ciclodextrind, metil-B-ciclodextrind, monoclorotriazinil-p-
ciclodextrind si sulfobutile eter B-ciclodextrina, si 6 dintre ele (a-, B- si y-ciclodextrine
substituite cu resturi de oligolactat) in solutii de DMSO-ds. Tn cazul ciclodextrinelor
substituite cu resturi de oligolactat s-a determinat pozitia in care se leaga substituentul
cu ajutorul informatiilor din spectrele de carbon, corelate cu cele din experimentele
bidimensionale.
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Figura 5. Spectrele *C-RMN pentru BCD-LA-F2 (sus) si BCD-LA-F1 (jos),
nregistrate Tn DMSO-ds, cu atribuirea semnalelor

S-a studiat influenta unor factori experimentali asupra spectrelor RMN ale
ciclodextrinelor, cum sunt folosirea standardelor interne si externe, influenta varierii
temperaturii la care se Tnregistreaza experimentele sau a pH-ului solutiei.

Concluziile capitolului 3

- Au fost caracterizate complet prin RMN, 3 ciclodextrine native (a-, B- si y-
ciclodextrinele), 4 zaharide native (glucoza, zaharoza, fructoza si galactoza) si 10
ciclodextrine  modificate:  sulfobutileter-p-ciclodextrinad, = monoclorotriazinil-f-
ciclodextrind, metil-B-ciclodextrina, 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina si a-, p- si y-
ciclodextrine esterificate cu resturi de oligolatida (ACD-LA-F1, BCD-LA-F1, GCD-
LA-F1, ACD-LA-F2, BCD-LA-F2, GCD-LA-F2).

- Pe baza atributiilor din probele individuale, cele 4 zaharide au fost cuantificate
in matrici complexe de sucuri de fructe si a fost dezvoltat un model statistic tip PCA
pentru separarea chemometrica a probelor.

- Tn cazul a-, B- si y-ciclodextrinelor esterificate cu resturi de oligolatida a fost
demonstrata legarea restului oligolactida in pozitia 6 a unitatilor de glucopiranoza.

- Au fost studiate exhaustiv influenta standardelor de tip intern si extern, a
temperaturii si a pH-ului asupra spectrelor RMN ale ciclodextrinelor.



Tn capitolul 4 s-au studiat complecsi ai ciclodextrinelor cu derivati halogenati
aromatici. S-au determinat stoechiometriile si constantele de asociere pentru
complecsii dintre BCD si 3 derivati de fenol: 2-clorofenol, 4-clorofenol si 2,4-
diclorofenol. In urma interactiunilor se formeaza complecsi cu stoechiometria 1:1 si
stabilitatea complecsilor scade 1in ordinea: 2,4-diclorofenol>4-clorofenol>2-
clorofenol.

De exemplu, in cazul complexarii dintre 24-diclorofenol (24DCP) si f-
ciclodextrind (BCD), o parte din spectrele *H-RMN fnregistrate pentru determinarea
stoechiometriei sunt:
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A8 H3 *X cd (ppm)

0.0020

JM/\AJ\“” 0.0000
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Figura 6. Spectre *H-RMN pentru 24DCP-BCD in D,0, detaliu cu zona semnalelor
BCD din spectrele pentru probele 1cd (Cgcp=1 mM si Cpae,=0 mM) si Olcd
(Cecp=0,1 mM si Cp4ep=0,9 mM) si curba Job din care reiese stoechiometria 1:1

Tot n acest capitol s-a studiat incluziunea dintre 2,7-dibromoflouren si respectiv
un polimer derivat de la acesta si 3 macrocicluri: B-ciclodextrina permetilata total, y-
ciclodextrind permetilata partial si cucurbit[7]uril. S-a determinat ca afinitatea atat a
2,7 dibromofluorenului céat si a polimerului lui este mai mare pentru cavitatile
ciclodextrinelor decat pentru cavitatea cucurbit[7]uril-ului.

Concluziile capitolului 4

- In cazul interactiunilor cu cei 3 clorofenoli, semnalul pentru H5 din
ciclodextrina se deplaseaza mai mult decat cel pentru H3. Prezenta 2,4-
diclorofenolului produce cele mai mari diferente de deplasare chimicad asupra
semnalelor ciclodextrinelor, apoi 4-clorofenolul iar 2-clorofenolul provoaca
deplasarile cele mai mici.

- Stoechiometria complecsilor dintre cei 3 fenoli si BCD este 1:1 si a fost
determinata prin metoda variatiilor continue.

- Stabilitatea complecsilor variaza in ordinea 2,4-diclorofenol>4-clorofenol>2-
clorofenol.



Capitolul 5 cuprinde rezultatele obtinute din caracterizarea unor complecsi de
incluziune dintre ciclodextrine si saruri de 1-benzil-3-[2-(aril)-2-oxoetil]-5,6-
dimetilbenzimidazol. S-a determinat care parte a moleculelor de compus oaspete este
preferatd pentru complexare.

Bz1255 BzB122

Bromura de (N-benzil), N-(4-nitrobenzil) Bromura de 1-etil-3-[2-fenil-2-oxoetil]-
benzimidazol 5,6-dimetilbenzimidazol

3

Bzlc

Bzla Bzlb
Bromura de 1-benzil-3-[2- Bromura de 1-benzil-3-[2- Br;m:rs de l;be_nIZ|I2-3-
(4-fluorofenil)-2-oxoetil]-  (4-clorofenil)-2-oxoetil]-5,6- [2-(4- ror_r:oserg )-2-
5,6-dimetilbenzimidazol dimetilbenzimidazol ox0etil]-5,6-

dimetilbenzimidazol

Pentru sarurile Bzla-C s-a determinat cu ajutorul experimentelor ROESY ca
puterea interactiunilor dintre saruri §i a- si B-ciclodextrine depinde de substituentul
din pozitia para-fenil si creste in ordinea F<CI<Br. Cavitatea (3-ciclodextrinei poate
acomoda substituentii din pozitiile N3 si N1 iar in cavitatea a-ciclodextirnei poate
patrunde partial doar substituentul din pozitia N3.

Pentru un alt complex studiat, cel dintre bromura de (N-benzil), N-(4-
nitrobenzil)  benzimidazol (Bz1255) si  B-ciclodextrina, din interpretarea
experimentelor ROESY s-a determinat ca existd mai multe geometrii de incluziune
posibile:



MWL
CH2(N1) ppm

—

CH2(N3) 60

65

7.0

Ph{N1)
H, % % P‘D =D 75
Ha-6

H7

(LS. o = -

a) 380 85

0) d)

Figura 7. a) detaliul spectrului ROESY pentru Bz1255-BCD cu evidentierea
cuplajelor intre semnalele Bz1255 si H3 si H5 din BCD si reprezentarea schematica a
geometriilor de incluziune posibile: b) cu nucleul fenilic de la N1 in cavitate, ¢) cu
nucleul benizimidazolic partial in cavitate; d) cu nucleul p-nitrofenil in cavitate; e)
structura de tip 1:2, cu ambii substituenti in cate o cavitate de ciclodextrina

Stoechiometria complexului dintre Bz1255 si B-ciclodextrina a fost determinata
cu ajutorul metodei variatiilor continue si este 1:2. Pentru acest complex s-au studiat
si efectul unor factori asupra complexarii: efectul temperaturii, al pH-ului, influenta
prezentei standardului intern TSP si a prezentei DMSO-dg in solutie cu rol de
cosolvent. Odatd cu cresterea temperaturii complexul disociazad insd dupa racire
echilibrul se restabileste si in spectrul ROESY apar aceleasi cuplaje ca inainte de
incalzire. Complexul este stabil intr-un interval mare de pH, observandu-se
interactiuni Intre cavitatea ciclodextrinei si sare atat la pH acid (pH=2,5) cét si la pH
bazic (pH=10). In prezenta standardului intern TSP complexul dintre BzB1255 si B-
ciclodextrind disociazd si se formeazd exclusiv complex de incluziune intre B-
ciclodextrind si TSP. Aceastd competitie este observatd in spectrele ROESY prin
disparitia semnalelor de corelatie dintre sare si interiorul cavitatii ciclodextrinei si



aparitia semnalelor de corelatie dintre ciclodextrind si TSP. Decomplexarea apare si
n cazul folosirii a 6% DMSO-dg cu rol de cosolvent.

Un alt studiu a vizat complexarea dintre bromura de 1-etil-3-[2-fenil-2-oxoetil]-
5,6-dimetilbenzimidazol (BzB122) si B-ciclodextrind si ciclodextrine modificate
chimic. Tn spectrele 'H-RMN apar modificiri ale deplasarilor chimice in urma
complexarii, atat la nivelul semnalelor protonilor din ciclodextrind cat si pentru cei
din BzB122:
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Figura 8. a) Detaliu cu zona semnalelor ciclodextrinei din spectrele *H-RMN pentru
BCD 10 mM BCD (jos) comparativ cu 1,25 mM BCD/8,75 mM BzB122 (sus) si b)
Detaliu cu zona semnalelor ciclodextrinei din spectrele "H-RMN pentru BzB122 din
probele 10 mM BzB122 (jos) comparativ cu 1,25 mM BzB122/8,75 mM BCD (sus)
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Figura 9. Spectrul ROESY pentru complexul BzB122-BCD 1in D,O si reprezentarile
schematice ale geometriilor de incluziune posibile



Stoechiometria complexului este 1:1 si a fost determinatd cu ajutorul metodei
variatiilor continue prin RMN si UV-VIZ.
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Figura 10. Graficele Job folosind ecuatia X 4*Adncq=f(Xgz122) pentru protonii H3 si
H5 din BCD (a) Xgzp122*Adheze122=T(XpCcD) pentru protonii H3’, H4” si H2’ din sarea
BzB122 (b), si (¢) Xg:8122*AAgze122=F(Xgcp) pentru absorbanta sarii BzZB122, cu
punctele de inflexiune la valoarea 0,5 (stoechiometrie 1:1)

Pentru acest complex s-a determinat constanta de asociere prin titrare RMN.
Datele au fost prelucrate cu ajutorul metodei Benesi-Hildebrand si cu ajutorul a 2
programe mai elaborate, Consteq si WinEQNMR. In cazul complecsilor dintre
BzB122 si ciclodextrine modificate s-a determinat ca stoechiometria lor este de 1:1 si
s-a determinat constanta de asociere pentru complecsii cu 2-hidroxipropil-f-
ciclodextrina, metil-p-ciclodextrina si sulfobuti leter- B-ciclodextrina.

Concluziile capitolului 5

- Au fost caracterizati complet din punct de vedere *H- si **C-RMN 5 derivati
noi de benzimidazol. Toate atributiile spectrale sunt dovedite experimental prin
tehnicile COSY, HSQC, HMQC si HMBC.

- A fost realizat primul studiu de incluziune a unor saruri de benizimidazoliu in
ciclodextrine.



- Au fost determinate stoechiometriile reactiilor de complexare ale sarurilor de
benzimidazoliu studiate si constantele de asociere ale complecsilor formati.

- A fost dovedita competitia cosolventului DMSO cu derivatii benzimidazolici
la complexarea cu ciclodextrine atunci cand acest cosolvent este folosit Th amestec cu
apa.

- A fost dovedita competitia standardului intern TSP cu derivatii de
benzimidazol la complexarea cu ciclodextrine si necesitatea folosiri standardelor
externe pentru aceste studii.

- -a aratat cd puterea interactiunilor dintre sarurile de benzimidazoliu si a-
ciclodextrina si B-ciclodextrind depind de substituentul din pozitia para-fenil si creste
in ordinea F<CI<Br. Cavitatea B-ciclodextrinei poate acomoda substituentii din
pozitiille N3 si N1 iar in cavitatea a-ciclodextrinei poate patrunde partial doar
substituentul din pozitia N3.

Concluzii generale

- A fost realizat un studiu de literaturd privind fenomenul RMN si
ciclodextrinele, cu accent pe studiul complecsilor de incluziune prin RMN.

- Au fost caracterizate complet prin RMN, 3 ciclodextrine native (a-, - si y-
ciclodextrine), 4 zaharide native (glucoza, zaharoza, fructoza si galactoza) si 10
ciclodextrine  modificate:  sulfobutileter-p-ciclodextrind, = monoclorotriazinil-f3-
ciclodextrina, metil-B-ciclodextrina, 2-hidroxipropil-B-ciclodextrind si a-, B- si y-
ciclodextrine esterificate cu resturi de oligolatida (ACD-LA-F1, BCD-LA-F1, GCD-
LA-F1, ACD-LA-F2, BCD-LA-F2, GCD-LA-F2).

- Pe baza atributiilor din probele individuale, cele 4 zaharide au fost cuantificate
in matrici complexe de sucuri de fructe si a fost dezvoltat un model statistic tip PCA
pentru separarea chemometrica a probelor.

- In cazul si o-, B- si y-ciclodextrinelor esterificate cu resturi de oligolatida a fost
demonstrata legarea restului oligolactida are loc in pozitia 6 a unititilor de
glucopiranoza.

- Au fost studiate exhaustiv influenta standardelor de tip intern si extern, a
temperaturii si a pH-ului asupra spectrelor RMN ale ciclodextrinelor.

- In cazul interactiunilor B-ciclodextrinei cu cei 3 clorofenoli, semnalul pentru
HS5 din ciclodextrind se deplaseaza mai mult decat cel pentru H3. Prezenta 2,4-
diclorofenolului produce cele mai mari diferente de deplasare chimica asupra
semnalelor ciclodextrinelor, apoi 4-clorofenolul iar 2-clorofenolul provoaca



deplasarile cele mai mici.

- Stoechiometria complecsilor dintre cei 3 clorofenoli si B-ciclodextrina este 1:1
si a fost determinatd prin metoda variatiilor continue.

- Stabilitatea complecsilor variaza in ordinea 2,4-diclorofenol>4-clorofenol>2-
clorofenol. Valoarea constantei de asociere nu este influentatd de prezenta capilarei cu
TMS.

- In cazul interactiunilor dintre 2,7-dibromofluoren si p-ciclodextrini
permetilatd total, y-ciclodextrind permetilata partial si cucurbit[7]uril oaspetele are
afinitate mai mare pentru cavitatile ciclodextrinelor decat pentru cea a cucurbit[7]uril-
ului. Aceeasi diferentd de afinitate se observa si in cazul interactiunilor dintre aceste
macrocicluri si polimerul derivat de 2,7-dibromofluoren.

- Au fost caracterizati complet din punct de vedere 'H- si ¥C-RMN 5 derivati
noi de benzimidazol. Toate atributiile spectrale sunt dovedite experimental prin
tehnicile COSY, HSQC, HMQC, si HMBC.

- A fost realizat primul studiu de incluziune a unor saruri de benizimidazoliu in
ciclodextrine.

- Au fost determinate stoechiometriile reactiilor de complexare ale sarurilor de
benzimidazoliu studiate si constantele de asociere ale complecsilor formati.

- A fost doveditdi competitia cosolventului DMSO-ds cu derivatii
benzimidazolici la complexarea cu ciclodextrine atunci cand acest cosolvent este
folosit Tn amestec cu apa.

- A fost dovedita competitia standardului intern TSP cu derivatii de
benzimidazol la complexarea cu ciclodextrine §i necesitatea folosiri standardelor
externe pentru aceste studii.

- S-a aratat ca puterea interactiunilor dintre sarurile de benzimidazoliu si a-
ciclodextrina si B-ciclodextrina depind de substituentul din pozitia para-fenil si creste
in ordinea F<CI<Br. Cavitatea B-ciclodextrinei poate acomoda substituentii din
pozitiile N3 si N1 iar in cavitatea a-ciclodextrinei poate patrunde partial doar
substituentul din pozitia N3.

- In cazul complecsilor cu ciclodextrine substituite, suplimentar fati de
interactiunile cu protonii din interiorul cavitatii, oaspetele interactioneaza si cu
substituentii atasati de ciclodextrine.

Rezultatele descrise Tn Partea Originald au fost publicate partial in 4 articole ISI,
si au fost prezentate la manifestari stiintifice sub forma a 6 comunicari si 5 postere.
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