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INTRODUCERE

In prezent, una dintre cele mai importante provociri cu care se confrunti societatea este
conservarea planetei. In ultimul deceniu, a existat o crestere notabild a interesului pentru
inlocuirea resurselor fosile finite cu biomasa care serveste drept materie prima durabilad si
regenerabild pentru fabricarea de materiale noi cu proprietati imbundtatite [ 1]. Printre compusii
derivati din biomasd, se numard si ciclodextrinele (CD). Aceste oligozaharide ciclice sunt
obtinute prin degradarea enzimaticd a amidonului [2]. Cea mai importantd proprietate a CD este
capacitatea de a incapsula molecule hidrofobe in cavitate prin interactiuni fizice, ceea ce
conduce la cresterea solubilitatii moleculei oaspete. Aceasta particularitate recomanda CD
pentru o gama largd de aplicatii in purificarea apei [3], catalizd [4,5], chimia analitica [6],
industria alimentard [7], dar mai ales In domeniul farmaceutic [8-11], pentru cresterea
solubilitatii in apa a moleculelor de medicament.

Pe de alta parte, CD native au solubilitate limitata, ceea ce reprezintd un dezavantaj. Astfel,
modificarile chimice ale CD devin necesare pentru a depdsi aceastd limitare. Dintre CD
modificate, derivatii esterificati au o importantd deosebitd datoritd proprietatilor lor de
biocompatibilitate, biodegradabilitate si toxicitate redusa [12].

Esterificarea CD prin diferite metode (esterificare clasicd, enzimaticd sau reactie de
polimerizare prin deschidere de ciclu a lactonelor si lactidelor) conduce la derivati cu grad de
substitutie (SD) variabil si izomeri de pozitie. Acest fapt este o consecintd a numarului ridicat
de grupari hidroxil care pot suferi reactii de substitutie (18, 21, sau 24 in cazul a-, B-, sau y-CD)
si a reactivitatii lor relativ similare (o treime fiind grupari primare, iar doud treimi secundare),
analiza structurala a derivatilor devenind mai dificila. Modificarea CD prin esterificare clasica
sau enzimatica (acizi carboxilici, cloruri acide, anhidride, sau esteri vinilici) conduce, in general,
la substitutia cu o molecula de masa moleculari joasa per grupare hidroxil. In contrast, reactiile
de oligomerizare ale esterilor ciclici au ca rezultat fomarea derivatilor avand mai multe unitati
monomere per situs activ. Astfel, complexitatea probei din punct de vedere structural poate
creste datoritd dispersitdtii masei moleculare caracteristica substituentilor oligomerici. Toate
aceste elemente fac din caracterizarea structurala a derivatilor de CD o provocare, fiind necesare
noi metode de analiza structurald complexe pentru a avea o imagine clara asupra proceselor de

derivatizare si structurii chimice a compusilor.




Dezvoltarea analizei prin spectrometrie de masd cu energie joasd de ionizare, in special
ionizarea prin electrospray (ESI) si desorbtie/ionizare laser asistatd de matrice (MALDI)
[13,14], a permis o caracterizare structurald mai precisd la nivel molecular a compusilor cu
arhitecturi complexe, cum sunt derivatii de CD. In ultimele trei decenii, CD native si derivatii
acestora au beneficiat de analiza prin spectrometrie de masd pentru determinarea maselor
moleculare si distributiei acestora, identificarea structurii unitatilor atasate si a gruparilor
terminale, sau detectarea unor compusilor rezultati din reactii secundare [15-25].

In particular, spectrometria de masi cu ionizare MALDI este o metodd analiticd
importantd pentru determinarea gradului de substitutie al derivatilor de CD deoarece produce
specii incdrcate cu o singura sarcind spre deosebire de ESI care produce specii cu sarcini
multiple. Totusi, MALDI MS poate furniza informatii eronate privind masa probelor polimerice
din cauza eficientei de ionizare diferite a compusilor cu masa moleculara variabila [26], fiind
astfel necesard validarea rezultatelor prin alte tehnici analitice. Spectroscopia de rezonanta
magnetica nucleard (RMN) este cea mai utilizata tehnica pentru analiza structurala a derivatilor
de CD permitand validarea datelor obtinute prin spectrometrie de masd. Cu toate acestea,
caracterizarea RMN a derivatilor de CD partial esterificati poate fi uneori dificila din cauza
largirii semnalelor si a lipsei standardelor de CD substituite, necesitand la randul ei tehnici de
caracterizare complementare.

Utilitatea CD esterificate prin modificarea proprietatilor de solubilitate este amplificatd de
faptul cd acestea isi mentin capacitatea de a incapsula molecule hidrofobe, ceea ce permite
prepararea complecsilor de incluziune cu o gama diversd de medicamente, cu utilizare in
domeniul farmaceutic. Prin urmare, diferite medicamente (albendazol, aciclovir, luteina,
cefradind, pindolol si amoxicilind) au fost Incapsulate in CD esterificate [27-32]. Modificarile
CD cu acizi grasi conduc la molecule amfifile care pot forma structuri organizate prin auto-
asamblare, ducand la nanoagregate biocompatibile, precum micele [28,33,34], sfere [28,35],
vezicule [29,36] si particule de formd neregulatd, in formad de tija sau sferice cu structuri
matriciale sau lamelare [37]. In plus, derivatii CD amfifili pot imbunatiti transportul
medicamentelor incapsulate [38].

De asemenea, CD esterificate pot fi utilizate ca elemente de baza pentru retele polimerice
biodegradabile prin scidarea legaturilor esterice [39-41], sau pot fi electrofilate fara polimeri

(EFP) pentru a forma fibre, datorita solubilitétii ridicate [42]. Mai mult, acest tip de derivati a



fost utilizat pentru transportul metalelor grele prin membrane [43] sau indepartarea din apa a
substantelor chimice care perturbd sistemul endocrin [44]. De asemenea, au fost dezvoltate
acoperiri pentru polimeri comerciali (polipropilena, polietilena, policlorura de vinil, poliuretan)
[45], in scopul hidrofilizarii suprafetelor industriale.

CD esterificate, datoritd numarului mare de situsuri care pot fi modificate chimic, si-au
gasit aplicatii si in chimia macromoleculara ca initiatori pentru polimerizarea prin deschidere
de ciclu (ROP) [46-48] sau polimerizarea radicalica cu transfer de atomi [49]. In plus, acestea
pot fi folosite drept molecule purtatoare de fotoinitiatori si agenti de reticulare multifunctionali
atunci cand sunt legate de oxidul de bis(acil)fosfan [50].

O alta directie 1n cercetare urmareste capacitatea CD de a forma complecsi de incluziune
cu diferite molecule oaspete, putand fi exploatatd pentru controlul regioselectivitatii reactiilor
de substitutie [51]. Spre exemplu, reactia de transesterificare a esterilor vinilici si nitrofenilici,
in prezenta CD, conduce la CD esterificate exclusiv la gruparile hidroxil secundare [52].
Selectivitatea substitutiei este determinatd de includerea speciilor reactive in cavitatea CD 1intr-
o faza initiala a reactiei. Aceasta caracteristicd interesantd legatd de efectele incluziunii In
molecula de CD a fost exploratd prin efectuarea reactiei prin deschidere de ciclu a esterilor
ciclici in prezenta CD, conducand la ciclodextrine modificate cu oligoesteri (CDOE). Influenta
CD 1n astfel de reactii a fost demonstrata in studiile efectuate de Takashima et al., care au aratat
ca esterii ciclici sufera reactii de transesterificare cu grupdrile hidroxil secundare ale CD [46].
Mecanismul exact prin care CD influenteaza astfel de reactii nu a fost inca stabilit, dar a fost
dovedita implicarea proceselor fizice de includere a esterilor ciclici in cavitatea CD [47].

In acest context, ipoteza care ghideazi aceastd lucrare de doctorat este investigarea
reactiilor de oligomerizare prin deschidere de ciclu (ROO) in prezentd de CD pentru o mai buna
intelegere a rolului CD 1in aceste reactii. Datd fiind complexitatea caracterizarii structurale a
compusilor pe baza de CD in diferite faze ale reactiei, metodele analitice vor fi optimizate pentru
a reflecta cu precizie modificarile structurale induse prin modificarea parametrilor de reactie.
Spectrometria de masa are un rol esential in aceastd lucrare, generand informatii precise in
caracterizarea structurala a compusilor rezultati Tn urma proceselor ROO. Totodatd, teza de
doctorat urmareste demonstrarea potentialului de aplicabilitate a compusilor sintetizati prin

dezvoltarea unor noi formuldri adaptate pentru aplicatii biomedicale utilizand tehnica de



electrofilare EFP, punandu-se accent pe o abordare interdisciplinard care cuprinde chimia
macromoleculara, stiinta materialelor si bioingineria medicala.

Obiectivele specifice care au stat la baza elaborarii tezei de doctorat includ:

O1 — Urmarirea influentei parametrilor de sinteza in reactiile prin deschidere de ciclu ale
esterilor ciclici (lactida — LA, lactone (e-caprolactond — &-CL, d-valerolactona — 9-VL)
initiate/catalizate de B-CD asupra structurii §i proprietatilor conjugatelor CDOE prin
spectrometrie de masa, MS/MS si spectroscopie RMN;

02 — Verificarea comportdrii a altor doi omologi, a-, si y-CD 1n reactiile prin deschidere
de ciclu a esterilor;

O3 — Valorificarea potentialului aplicativ al derivatilor de CD sintetizati prin investigarea
capacitdtii de electrofilare si incorporare a compusilor cu activitate biologica.

Teza de doctorat este compusa din doud sectiuni principale. Partea I (Capitolul 1)
prezintd datele de literatura stiintifica relevante pentru subiectul tezei. Partea a II-a include
cercetarile proprii si rezultatele originale obtinute, fiind structurata in Capitolele 2-8.

Capitolul 1 prezinta succint aspecte generale legate de procesul ROO al esterilor ciclici
sl investigarea cinetica a acestei reactii, modificarea CD cu grupari esterice si utilitatea practica
a derivatilor rezultati, dar si de caracterizarea prin spectrometrie de masi a polimerilor. in
special, este accentuat stadiul actual al cercetarilor privind caracterizarea prin spectrometrie de
masa a CD esterificate.

Capitolul 2 1si propune sa extindd aria de utilizare a analizeti MALDI MS prin
monitorizarea cineticii reactiei de sinteza a derivatilor de B-ciclodextrina-oligolactida (j3-
CDLA). Mai exact, tehnica MALDI MS a fost folosita pentru a estima variatiille masei
moleculare medii (Mn) in timp, pentru o mai bund intelegere a procesului chimic. Datele
MALDI MS au fost validate prin mdsurarea conversiei monomerului cu ajutorul spectroscopiei
'H RMN. In continuare, s-a studiat efectul parametrilor de reactie, in special influenta
solventilor dimetilformamida (DMF), dimetilsulfoxid (DMSO) si N-metil-2-pirolidond (NMP).
Pornind de la analiza spectrelor de masd si confirmarea structurald prin experimente de
fragmentare de tip MS/MS au fost semnalate o serie de procese secundare care influenteaza
reactiile studiate.

In Capitolul 3, este propusi o noud metodi de cuantificare prin MALDI MS a proceselor

de transesterificare 1n reactia de tip ROO a lactidei, urmarind evolutia gradului de



transesterificare in paralel cu masa derivatilor f-CDLA. Utilizand drept sistem de reactie model
sinteza B-CDLA, a fost determinatd influenta unor parametri de reactie, in special a
organocatalizatorilor, asupra proceselor de transesterificare. Metoda MALDI MS dezvoltata
permite evaluarea comparativa a sistemelor de reactie pe baza de lactida, prin determinarea
vitezei de transesterificare specifice. Aceastd abordare se dovedeste a fi utila, in general, pentru
optimizarea proceselor ROO ale monomerului LA, oferind date valoroase in ceea ce priveste
influenta parametrilor de reactie asupra reactiilor secundare de transesterificare.

Capitolul 4 prezintd monitorizarea prin spectrometrie de masa MALDI MS a reactiilor
ROO ale &-CL care conduc la formarea derivatilor de tip B-ciclodextrind-oligocaprolactona (p-
CDCL). intr-o prima fazi, MALDI MS si "H RMN au permis stabilirea conditiilor de analiza si
validarea rezultatelor. Astfel, analiza MALDI MS a fost folositd pentru a determina influenta
solventilor si efectul organocatalizatorilor in ROO a &-CL. In plus, profilul specific de
fragmentare rezultat in urma proceselor colizionale controlate in faza de gaz (MS/MS) a fost
utilizat pentru a confirma structura produsilor de reactie secundari detectati prin MALDI MS.
Studiul prin spectroscopie RMN a permis corelarea cresterii gradului de substitutie cu situsul de
esterificare, aratand pentru prima data, conform studiilor de literatura, posibilitatea transferului
oligoesterilor de la baza mare la baza micd a moleculelor de B-CD, in timpul proceselor de tip
ROO.

In Capitolul 5 este investigati reactia de obtinere a derivatilor B-CDCL, realizata in
prezenta unor baze puternic nucleofile, la temperatura camerei. Cinetica reactiilor este stabilita
atat prin spectrometrie de masi MALDI MS, cat si prin spectroscopie 'H RMN. Au fost
identificate particularititile structurale ale compusilor obtinuti, precum si modul diferit de
substitutie dupa timpi specifici de reactie, utilizand organocatalizatori diferiti. Metoda de sinteza
optimizatd a permis prepararea unor derivati B-CDCL substituiti selectiv la baza mare sau la
baza mica a moleculei de B-CD. Rezultatele experimentale au condus la schimarea perceptiei
asupra modului prin care CD influenteaza reactiile prin deschidere de ciclu ale e-CL.

Capitolul 6 prezinta procesul ROO al 6-VL in solutie, utilizand B-CD si organocatalizatori
puternic nucleofili. Reactiile au fost monitorizate prin MALDI MS si spectroscopie 'H RMN,
cu un acord bun intre cele doud metode. De asemenea, 1n aceste sisteme organocatalizate, au
fost observate reactii de transesterificare prin ambele metode de analiza. Caracterizarea RMN a

dezvaluit, in acest caz, substitutia exclusiva la baza mica a B-CD, contrar modului de substitutie



prezentat in literaturd n cazul proceselor desfasurate in masa. Studiile cinetice au permis
diferentierea reactivitdtii asociate cu activarea prin incluziune a monomerului in cavitatea CD.

In Capitolul 7 este valorificat potentialul aplicativ al derivatilor CDOE prin investigarea
capacitdtii de electrofilare si incorporare a diferitilor compusi cu activitate biologicd. Elementele
de originalitate constau in determinarea conditiilor optime de obtinere a nanofibrelor din
conjugate CDOE, precum si in integrarea de principii active utilizdnd procesul de electrofilare,
fara utilizarea de polimeri aditionali care sd faciliteze procesul. Astfel, studiul evidentiaza in
premiera posibilitatea de a obtine formulari farmaceutice ale unor principii active sub forma de
nanofibre (curcumind, magnolol, honokiol, enrofloxacind) utilizdnd compusi de tip CDOE.
Morfologia sistemelor este investigata prin microscopie electronica de baleiaj (SEM) pentru a
confirma obtinerea fibrelor, iar higroscopicitatea materialelor este determinata prin studii de
sorbtie dinamica a vaporilor de apd (DVS). Metode de analizd precum RMN si spectroscopie
infrarosu cu transformatd Fourier (FTIR) sunt utilizate pentru confirmarea prezentei compusilor
bioactivi in fibrele corespunzitoare. Proprietatile antioxidante sau antibacteriene ale
formularilor obtinute sunt confirmate in urma unor testari aditionale.

Capitolul 8 prezintd materialele, procedurile de sinteza si caracterizare utilizate pe
parcursul tezei. De asemenea, sunt descrise tehnica de electrofilare si metodele de caracterizare
ale nanofibrelor.

Teza de doctorat se incheie cu concluziile generale desprinse din studiile efectuate,
principalele repere de diseminare a activitatii stiintifice efectuate pe parcursul stagiului de

doctorat si referintele bibliografice utilizate la elaborarea tezei.

CONTRIBUTII PERSONALE

2. MONITORIZAREA SINTEZEI DERIVATILOR DE
CICLODEXTRINA-OLIGOLACTIDA PRIN SPECTROMETRIE DE
MASA MALDI MS

ROO a LA in prezentd de B-CD (Schema 2.1) conduce la modificarea oligozaharidei cu
lanturi de oligoester in special la baza mica a B-CD, care contine grupdri hidroxil primare
[32,160]. Spectrele de masa contin diverse serii de semnale situate la distante de 72 sau 144 Da,
specifice lanturilor OLA (Figura 2.4). Prezenta mai multor serii de semnale este un rezultat al

formirii de B-CDLA cu structuri diferite. In Tabelul 2.2 sunt prezentate ecuatiile utilizate in



asocierea seriilor de semnale din spectrul de masa cu diverse structuri specifice, regasite in

produsul B-CDLA#1:1.

OH

HO OH

OH

DMF/NMP/DMSO_

HO OH HO OH

Schema 2.1. Oligomerizarea prin deschidere de ciclu a LA in prezenta -CD
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Figura 2.4 Spectrul de masa MALDI MS pentru f-CDLA#1; — adnotarea semnalelor a fost
realizata conform ecuatiilor din Tabelul 2.2



Tabel 2.2 Ecuatiile utilizate pentru atribuirea semnalelor monoizotopice
corespunzatoare p-CDLA din spectrele de masa MALDI MS
Serie  m/z

A? 72 x n (lactat) + 1134 (f-CD) + 23 (Na™")

BP 72 x n (lactat) + 1134 (f-CD) + 23 (Na™")

C 72 x n (lactat) + 1134 (f-CD) + 23 (Na™) + 54 (acrilat)

D 72 x n (lactat) + 1134 (B-CD) + 23 (Na*) + 28 (formiat)

E® 72 x n (lactat) + 1134 (B-CD) + 23 (Na™) + 97 (4-(metilenimino)butanoat)
Fe 72 x n (lactat) + 1134 (B-CD) + 23 (Na™) + 100 (4-(metilenamino)butanoat)

*numar par de unitati lactat
*numir impar de unititi lactat
‘observata in spectrele de masa ale B-CDLA sintetizate in NMP (#13)

2.2.1. Optimizarea si validarea conditiilor de analiza prin MALDI MS

Pentru a observa efectele matricei asupra evolutiei Mn, spectrele MALDI MS ale 3-CDLA
obtinute in timpul reactiei la momente specifice au fost inregistrate folosind CHCA (,,strat
subtire”) sau DHB (,,picaturd uscatd”). Din punct de vedere cantitativ, nu existd diferente
semnificative in evolutia Mn determinata prin MALDI MS cu cele doua matrice (Figura 2.6a).
Cu toate acestea, valorile Mn calculate pentru timpi de reactie mai mari de 48 h (adica pentru
probe cu mai mult de 5 unitati de LA atasate) sunt usor mai ridicate in cazul analizei cu CHCA.
Valorile diferite ale Mn pentru probele preparate cu DHB si CHCA pot fi o consecintd a
diferentei de solubilitate ale B-CDLA 1in solventii folositi pentru prepararea probelor, odatd cu

cresterea masei.

a) b)
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Figura 2.6. a) Evolutia Mn a f-CDLA# prin MALDI MS (CHCA si DHB) si 'H RMN; b)
concordanta dintre evolutia Mn determinata prin MALDI MS (cu matricea CHCA) si 'H RMN

Considerand ca prepararea probelor cu matricea CHCA este mai potrivitd pentru analiza
B-CDLA, aceasta a fost utilizata pentru a determina cineticile reactiilor ROO prin MALDI MS.

Rezultatele evolutiei valorilor Mn obtinute prin analiza spectrelor de masd au fost validate



utilizand estimarea conversiei monomerului prin '"H RMN. Reprezentarea grafici comparativi
a gradului de concordanta intre cele doud metode releva acuratetea determinarilor cinetice
realizate prin tehnica MALDI MS, cu y = 1,024 x si R*= 0,99 (Figura 2.6b). Anterior, au fost
comparate valorile Mn ale PLA utilizand MALDI MS si SEC, urmarindu-se gradul de corelare
al rezultatelor la nivelul tendintei generale de crestere a Mn [100]. Desi s-a determinat o
dependenta liniara intre valorile obtinute prin SEC si MALDI MS, valorile Mnsgc au fost de 1,5

ori mai ridicate comparativ cu Mnaarpr ms.

2.2.4. Influenta temperaturii de reactie

Timpul de reactie poate fi scurtat fie prin cresterea temperaturii de reactie, fie prin
addugarea de organocatalizatori pentru ROP [72,74,112,283]. Astfel, efectul temperaturii asupra
procesului ROO a fost investigat, atat din punct de vedere calitativ, cit si cantitativ. In Figura
2.12a este reprezentata evolutia Mn (MALDI MS) pentru sisteme de reactie desfasurate la

temperaturi diferite (80, 100, 120 °C).

a) 2700 b) 04
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1100 0
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Figura 2.12. a) Influenta temperaturii asupra valorilor Mn ale p-CDLA in DMF, b) variatia
vitezei de reactie aparenta (k) cu temperatura (#3,8,11)

Cresterea n doua etape a Mn este observatd nu numai la 80 °C, ci si la 100 °C s1 120 °C,
dar intr-un mod diferit. Evolutia Mn prezinta o perioada initiala de crestere cu atat mai rapida,
cu cat temperatura este mai ridicata. Aceasta este urmatd de o crestere mai lentd sau chiar de o
scadere a valorilor pentru temperatura de 120 °C. Analiza spectrelor MALDI MS arata ca, odata
cu cresterea temperaturii, valorile maxime ale Mn pot fi atinse mai rapid, in 48 h la 100 °C,
respectiv in 24 h la 120 °C (Figura 2.12a). Valorile determinate ale vitezei aparente de reactie
(kr) cresc semnificativ de la 80 °C (k- = 0,058), la 100 °C (k- = 0,165) si 120 °C (k- = 0,284).
Valorile &, calculate pe regiunea de crestere liniard a Mn (0 pana la 8 h), au fost reprezentate

grafic in functie de temperatura de reactie (Figura 2.12b). Vitezele de reactie aparente cresc



liniar odatd cu cresterea temperaturii, confirmand ca@ procesul prin deschidere de ciclu este
realizat predominant de un singur tip de initiator. Cu toate acestea, sistemul de reactie sufera o
abatere clara de la cinetica de ordinul intai dupa 8 h. Acest fapt poate fi cauzat de Tmpiedicarile
sterice rezultate in urma cresterii SD si ocuparea situsurilor active.

Din evolutia Mn la 120 °C (Figura 2.12a) se poate observa cd f-CDLA sufera reactii de
depolimerizare dupa atingerea valorii maxime a Mn la aproximativ 24 h. Reducerea Mn indica
o intensificare a reactiilor de transesterificare sau a altor procese de degradare activate termic,
care implica lanturile de OLA din produs. Pe langa reactiile de transesterificare, au fost
observate si alte procese care sunt influentate de temperatura de reactie in spectrul de masa al
produsului B-CDLA#1 obtinut in DMF la 120 °C (seriile C si D — Figura 2.4). Structura
produsilor secundari a fost confirmata prin fragmentare MS/MS; acesti produsi nu au putut fi
detectati prin RMN fiind in cantitdti reduse. Pentru seria C, valorile m/z sunt deplasate cu 18
spre stanga fatd de seria A si pot fi asociate cu degradarea lanturilor de OLA prin eliminarea

apei [107,287], rezultand un produs secundar cu grupari terminale de tip acrilat (Schema 2.2).
0] O

OH

R-O N R-O

CH_‘; HIO CHI

Schema 2.2. Eliminarea apei din OLA

2.2.5. Rolul DMF ca solvent pentru ROO

Alegerea solventilor pentru o reactie de tip ROO care implica atat B-CD, cat si LA este
destul de restransa si, prin urmare, s-au luat in considerare DMF, NMP si DMSO. in acest
context, se doreste stabilirea rolului solventului DMF in sinteza 3-CDLA si, mai precis, daca
acest solvent este implicat sau nu ca activator in conversia LA. Evolutia Mn din Figura 2.16
evaluatd la 80 °C arata ca utilizarea altor solventi decat DMF afecteaza valorile maxime ale Mn.
Indiferent de solvent, evolutia Mn are doua etape de crestere: o etapa initiala de crestere rapida,
pana la aproximativ 20 h, urmata de o a doua etapd de crestere lenta. Totodata, se poate observa
ca pentru etape ulterioare ale reactiei (peste 20 h) valorile Mn sunt practic constante in cazul
DMSO si NMP, in timp ce pentru DMF se poate observa o crestere lentd, dar continud. Un astfel

de comportament poate fi explicat printr-o activare a gruparilor hidroxil secundare nou formate
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doar in cazul DMF, similar mecanismului de activare al reactiilor ROP in prezenta de

organocatalizatori.

2300

1900

g
> —e—DMF
s —e—NMP
1500
—e—DMSO

1100
0 12 24 36 48 60 72
Timp (h)

Figura 2.16. Influenta solventului asupra valorilor Mn ale f-CDLA la 80 °C (#3, 12, 15)

Scindarea legaturii amidice din DMF cu formarea de dimetilamina este posibild in
prezenta grupdrilor hidroxil (Schema 2.5) [291]. Aceasta din urma poate influenta procesul
ROO, 1n mod similar organocatalizatorilor [72], prin activarea atacurilor nucleofile efectuate de
grupdrile hidroxil; astfel, se poate explica si valoarea mai mare a k&, pentru reactiile efectuate in
DMF. Formarea aminei poate fi justificatd si de culoarea galben pal a amestecului de reactie
dupa 72 h. Scindarea legaturii amidice din DMF in timpul procesului ROO poate explica aparitia
seriei D (specii de tip CDLA-formiat) in spectrele de masa ale produsilor B-CDLA.

0 CH, 0 CH;
> / )L /
R-OH + N —» + HN
R-O H
H \CH, \CH]
Schema 2.5. Scindarea legaturii amidice din DMF

3. CUANTIFICAREA REACTIILOR DE TRANSESTERIFICARE iN
SISTEME CICLODEXTRINA-OLIGOLACTIDA PRIN
SPECTROMETRIE DE MASA MALDI MS

3.2. Investigarea reactiilor de transesterificare in sinteza derivatilor p-ciclodextrina-
oligolactida

Procesul ROP a LA in prezenta B-CD ca initiator, cu sau fara adaugare de catalizatori
organici a fost considerat drept studiu de caz pentru dezvoltarea unei noi metode de cuantificare
a reactiilor de transesterificare prin spectrometrie de masi. In Schema 3.1 sunt prezentate

reactiile de transesterificare care pot avea loc in aceste tipuri de sisteme.
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Principiul metodei de cuantificare a reactiilor de transesterificare se bazeaza pe spectrele
de masa ale probelor B-CDLA, colectate la timpi de reactie specifici, care permit cuantificarea
gradului de transesterificare (7r) pe baza celor doua serii de semnale: o serie principald, de
intensitate mai ridicata (seria A din Figura 2.4) in care semnalele se afla la diferente de 144 Da,
serie corespunzatoare compusilor formati in urma procesului ROP, si o serie de semnale, de
intensitate mai redusa, care apare la diferente de 72 Da, asociata cu reactiile de transesterificare
(seria B din Figura 2.4). Spre exemplu, semnalele marcate cu albastru in Figura 3.1, sunt
asociate cu speciile de f-CDLA avand un numar par de unitati lactat (seria A), iar semnalele

marcate cu rosu corespund speciilor cu numar impar de unitéti lactat (seria B).

O

N N
S I S S

Schema 3.1. Reactii de transesterificare in sistemele de obtinere a derivatilor f-CDLA: a)
reactie de ciclizare, b) schimburi intramoleculare, si c) schimburi intermoleculare
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Figura 3.1. Zona marita a spectrului de masa corespunzand produsului f-CDLA
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Se poate presupune ca procesele de transesterificare care dau nastere speciilor de f-CDLA
cu numar impar de unitati monomere sunt in acelasi timp responsabile de formarea unui numar
echivalent de specii B-CDLA cu numar par de unititi monomere (reprezentare in Figura 3.1 cu
mov). In studiul de fata se iau in considerare atit semnalele cu z impar, cat si partea echivalenta
a semnalelor cu n par pentru o cuantificare mai fidela a 7r. Astfel, ponderea relativa a speciilor

transesterificate din totalul speciilor de CDLA prezente in spectrul MS poate fi calculata

utilizdnd urmatoarea ecuatie:

_ XArR _ Y(Ao+AEE)
Tr = Sy * 100 S igtag) * 100 (3.1)

Evolutia 7r pentru reactia de sinteza a B-CDLA in prezenta DMAP arata cresterea valorilor
Tr pana la 30% (Figura 3.3a). Acestea rezultd din doud procese simultane evidentiate de
caracterizarea MS: deschiderea ciclului LA, care scade valoarea lui 77 (cresterea semnalelor MS
corespunzatoare speciilor cu numar par de unitati lactat) si transesterificarile, care maresc
valoarea Tr (cresterea picurilor MS corespunzatoare speciilor cu numar impar de unitati lactat).
Graficul comparativ al valorilor Mn si Tr arata ca procesele de transesterificare au loc continuu,
chiar daca valorile Mn raman constante, nefiind astfel afectate de procesul ROO. Pentru a corela
prevalenta reactiilor de transesterificare cu conditiile de reactie, se introduce viteza relativa de
transesterificare (k?fp), care poate fi definitd ca variatia in timp a fractiei speciilor f-CDLA

transesterificate (Figura 3.3b) si poate fi calculatd utilizind formula urmatoare:

(XcpLa),
k?,z.)p _ ddin (XCDLAziot‘ (XcpLa)ry (3.2)
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Figura 3.3. a) Evolutia valorilor Mn si Tr si b) graficul semilogaritmic utilizat pentru a
calcula k7E? pentru reactia de sintezd a p~-CDLA in prezenta DMAP (#19)

a .. - o - .. .
Valoarea kPP poate fi asimilatd cu o constantd aparentd a reactiilor de transesterificare

presupunand ca valoarea 7r reflectd concentratia speciilor transesterificate in amestecul de
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reactie. Intr-o reactie ideald, valoarea kp-' este 0, semnificind absenta reactiilor de
transesterificare din sistem. Abaterea de la acestd valoare ideala aratd prezenta

transesterificarilor indiferent de natura lor (ciclizare, schimburi intra- sau intermoleculare).

3.2.1. Influenta temperaturii si a tipului de solvent

Studiile anterioare au aratat ca temperatura de reactie determind o crestere a incidentei
reactiilor de transesterificare [62,63,68,112]. in DMF la 80 °C, incidenta transesterificarilor este
influentatd de temperatura de reactie in ordinea: kzt sp (0,51) < kgb? 100 (6,17) < kPP 120 (11,9)
(Figura 3.6). Prin urmare, preponderenta reactiilor de transesterificare creste odata cu cresterea
temperaturii, conform studiilor anterioare [68,115]. Studiul de optimizare a sintezei f-CDLA
trebuie sa ia in considerare minimizarea 77 in conditiile obtinerii unui produs cu Mn cat mai
ridicat. Pe masura ce moleculele de B-CD sunt modificate, se remarca o scadere a vitezei de
conversie a LA in conditiile mentinerii evolutiei 7r constante (77 liniar, in special pentru reactia
efectuata la 80°C). Acest fapt sugereaza cd modificarea 7r este independentd de viteza
procesului ROO a LA si este legata probabil doar de incidenta unor reactii de transfer intre
situsurile de legare la molecula de B-CD. In acelasi timp, lungimea crescuti a lanturilor OLA
favorizeaza, pe langa reactiile de transesterificare de interschimb, aparitia reactiilor de ciclizare,

cu reducerea Mn, fapt remarcat in cazul reactiei efectuate la 120°C.

2700

2300

- --®--Mn80°C
g 1900 S --8--Mn100°C
5 S

= = --e--Mn120°C
S

—o—Tr80°C
—&—Tr 100 °C

—&—Tr120°C

0 12 24 36 48 60 72
Timp (h)

Figura 3.6. Influenta temperaturii asupra evolutiilor Mn si Tr pentru sistemele realizate in
DMF (#3, 8, 11, Tabelul 2.1)

3.2.3. Influenta concentratiei totale de reactanti
Evaluarea influentei concentratiei totale a reactantilor (g/mL) in DMF asupra 7r la 80 °C
si un raport molar B-CD/LA de 1/8 este prezentat in Figura 3.12. Valorile k;tParatd ca

diferentele date de variatia concentratiei sunt foarte mici, kt¥ o1 (0,46) < kzEPp2 (0,48) <
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kPP 0.4(0,51), ceea ce denotd cd sunt predominante reactiile de transesterificare intramoleculari

(pe aceeasi moleculd de B-CD) in conditiile de reactie date.
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Figura 3.12. Influenta concentratiei totale de reactanti asupra valorilor Mn si Tr pentru
reactiile realizate la 80 °C in DMF (#1-3, Tabelul 2.1)

3.2.4. Influenta organocatalizatorilor
Determinarea parametrului k727 prin metoda MALDI MS a permis stabilirea urmatoarei
ierarhii de reactivitate in transesterificare: kot ? imidazor (0,09) < k7P? pyrap (0,56) < k7bP ) sparreina

(12,1) (Figura 3.14).
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Figura 3.14. Evolutia Tr si Mn folosind diferiti organocatalizatori (#18 — imidazol, #19 —
DMAP, #22 — (-)-sparteina, Tabelul 2.1)

S-a considerat utila comparatia sistemelor de reactie la momentul atingerii valorii maxime
a Mn. Astfel, in cazul imidazolului, se observa ca la Mn maximal de 2180 g/mol, valoarea atinsa
de 7r este de doar 5%, in timp ce pentru DMAP la Mn de 2215 g/mol, valoarea 7r atinge 10%.
Totusi, timpul necesar reactiei realizate in prezenta imidazolului este semnificativ mai mare.

Daca se urmareste optimizarea procesului pentru un Mn maxim in conditiile unui 7+ minim, se
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observa ca (-)-sparteina conduce la 77 ridicat fatd de DMAP. Astfel, activarea utilizand DMAP
se dovedeste a fi solutia ideald considerand atat valorile 7r, cat si Mn. In schimb, daci se ia in
considerare durata procesului de reactie, (-)-sparteina poate reprezenta solutia optima. Dupa 3 h

timp de reactie, utilizarea (-)-sparteinei conduce la valori ale Mn si Tr de 2145 g/mol, respectiv

31,5%.

3.3. Investigarea proceselor de transesterificare implicate in degradarea
organocatalitica a p-CDLA
Acelasi produs B-CDLA a fost supus degradarii in prezenta a diferiti organocatalizatori

pentru a determina implicarea acestora in procesele de reducere a Mn prin formarea de
macrocicluri. Produsul B-CDLA utilizat are o valoare relativ ridicatd a Mn (3750 g/mol) si in
acelasi timp o valoare redusa a 7r (11,65%). Degradarile au fost efectuate pe parcursul a 8 h, in

DMSO, la 80 °C, utilizand un raport echimolar B-CDLA/organocatalizator (Figura 3.18).

app
r DMAP

Tendinta observatd pentru cei trei organocatalizatori studiati (kpb! imidazol (2,02) < k.

(8,93)< k?fp ()-sparteina (92,65), rezultata din analiza procesului ROP, se pastreaza si In acest caz.
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Figura 3.18. Evolutia Tr pe produsul p-CDLA utilizand diferiti catalizatori (imidazol, DMAP,
(-)-sparteina) la 80 °C in DMSO

La utilizarea (-)-sparteinei, 7r atinge valoarea maxima in doar 4 h, dar reactiile de
transesterificare au loc si dupa aceasta perioada, fapt evidentiat de scdderea continud a valorilor
Mn. O scadere semnificativa a valorilor Mn se observa si in prezenta DMAP péana la 3400 g/mol,
Tr atingand 51%, dar intr-un timp mai indelungat fatd de (-)-sparteind. Pe de alta parte,
imidazolul conduce la degradarea cea mai putin pronuntata a produsului B-CDLA, valoarea Mn

fiind de 3700 g/mol. Acest organocatalizator creste foarte putin 7r al produsului, ajungind la

23% in 8 h.
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4. SINTEZA SI CARACTERIZAREA STRUCTURALA AVANSATA PRIN
SPECTROMETRIE DE MASA MALDI MS A DERIVATILOR DE
CICLODEXTRINA-OLIGOCAPROLACTONA

Derivatii B-CDCL au fost obtinuti utilizand reactia prin deschidere de ciclu a &-CL in

prezenta B-CD si a doi organocatalizatori (DMAP si (-)-sparteind; Schema 4.1).

DMSO/DMF
O NI T + > i
DMAP sau (-)-sparteini

1
1O e

o Produs g-CDCL

(0}
R =H sau H
n

Schema 4.1. Reactia prin deschidere de ciclu a e-CL initiata de f-CD

Spectrul de masa al unui produs B-CDCL tipic, obtinut prin deschiderea ciclului e-CL in
prezenta B-CD si DMAP, folosind DMSO ca solvent, este prezentat in Figura 4.1. Se observa
prezenta unor serii de semnale situate la o distantd de 114 Da (corespunzatoare unitatilor
monomere CL) pornind de la semnalul cu m/z 1157, corespunzand aductului cu sodiu al B-CD.

Confirmarea structurald a produsilor de tip B-CDCL a fost realizata prin studii de fragmentare
de tip MS/MS.
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Figura 4.1. Spectrul de masa MALDI MS al unui produs tipic f-CDCLy#
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4.2.2. Caracterizare prin RMN a derivatilor f-CDCL

Experimentul COSY a evidentiat semnalele pentru doud unitati de glucopiranoza ale -
CD, substituite diferit in pozitiile 3 si 2. Observarea acestui mod de substitutie este deosebit de
importanta din punct de vedere al mecanismului prin care are loc deschiderea ciclului de e-CL
in prezenta B-CD. Din punct de vedere analitic, pentru substitutia la C2, semnalul H2 apare la
4,42 ppm si semnalul H3 corespunzator din vecinatate la 3,88 ppm (structura descrisa in Figura

4.7). In cazul substitutiei la C3, H3 apare la 5,13 ppm si H2 corespunzitor la aproximativ 3,4

|
OH:3) “\H-
t H-3
H3
H4
H2 H4 H2 ppm
0 00 i

o B Ao R
T e

H-3. [

y

U

=

H2
r4.5

H-3

5.5

< .
@----&
Wiy
I
: (o]
5

OHS Y~ - - é RO "",,’OH
5.5 5.0 45 4.0 3.5 ppm
Figura 4.7. Experimentul COSY (DMSO-d6, 400 MHz) ce arata substitutiile la C2 (rosu) si
C3 (albastru)

In spectrele '"H RMN pentru proba colectati dupa 6 h de reactie, semnalul corespunzitor
gruparii metilen din pozitia € a resturilor de CL Incepe sd apara la 3,99 ppm. Chiar dacd acest
semnal se suprapune partial cu unul dintre satelitii semnalului pentru CHz-¢ ai &-CL
nereactionate, prezenta sa a putut fi confirmatd prin experimentul COSY datoritd cuplarii sale
cu CH»-9 din lant (Figura 4.8a). Mai mult, pentru proba colectatd dupa 11 h, spectrul RMN a
evidentiat semnalele corespunzatoare celor doi protoni H6' ai unitétilor glucopiranozice ale B-
CD substituite la grupdrile hidroxil din pozitia 6. Aceste semnale largi se suprapun partial cu
alte semnalele din spectrul RMN, dar prezenta lor poate fi confirmata prin semnalele de corelatie
din spectrul HSQC cu C6’ de la 63,2 ppm (Figura 4.8b). Astfel, se poate afirma ca, dupa un

anumit timp de reactie, substitia are loc si in pozitia 6.
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Figura 4.8. a) Spectru COSY (DMSO-d6, 400 MHz) pentru proba -CDCL colectata dupa 6 h
si b) spectrul HSQC (DMSO-d6, 400 MHz) pentru proba -CDCL colectata dupa 11 h

4.2.3. Cinetica reactiei de obtinere a f-CDCL determinata prin spectrometrie de masa
MALDI si RMN

Cinetica reactiei prin deschidere de ciclu a e-CL folosind B-CD ca initiator si DMAP ca
organocatalizator (#2) a fost monitorizata atat prin spectrometrie de masa MALDI folosind DHB
sau CHCA ca matrice pentru prepararea probelor, cit si prin spectroscopie 'H RMN pentru a
confirma rezultatele obtinute. Evolutia Mnrun si Mnyazpr obtinutd folosind atat matricea DHB,

cat si CHCA este prezentatd in Figura 4.10a.
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Figura 4.10. a) Evolutia valorilor Mn ale probelor B-CDCLy: determinata prin MALDI MS
(utilizand DHB sau CHCA) si 'H RMN; b) corelatia dintre evolutiile valorilor Mn echivalente
determinate prin 'H RMN si MALDI MS (utilizand DHB si CHCA)

Se observa un acord excelent intre RMN si MALDI MS folosind DHB ca matrice, cu o
evolutie similara a Mn, atingand 1600 g/mol la sfarsitul timpului de reactie, ceea ce corespunde

la 3,85 unitati monomere CL per moleculad de f-CD. Mai mult, graficul valorilor Mn determinate
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prin MALDI MS folosind DHB si '"H RMN, a fost caracterizat de o evolutie liniard cu y = x si
R’ = I (Figura 4.10b).

Un element important in evaluarea reactiei de modificare a B-CD este si profilul vitezei
de consum a monomerului. Astfel, s-au observat doua regiuni evidente (Figura 4.10a): prima,
de pana la 12 h, a fost caracterizata printr-o conversie rapida, 2,3 unitati CL fiind atasate de p-
CD in acest timp. Pentru a doua regiune de la 12 la 96 h, conversia a fost mult mai lenta, cu o
crestere a Mn de doar 1,5 unitati CL. In plus, analiza RMN a aritat ca modul global de substitutie
al B-CD s-a schimbat pe parcursul reactiei; in prima etapa, , substitutia a avut loc in pozitiile 2

si 3, in timp ce in a doua etapa s-a putut observa esterificarea si in pozitia 6.

4.2.5. Influenta organocatalizatorilor in sinteza p-CDCL determinata prin MALDI MS

Graficele cinetice ale reactiilor catalizate de DMAP si (-)-sparteina au fost comparate cu
sistemele de reactie fara catalizatori. Din studiul cinetic al reactiei efectuate doar in DMSO
putem observa o conversie redusi a e-CL, Mn atingand doar 1400 g/mol (Figura 4.16). in
sistemul DMAP/DMSO, dupa o crestere initiald rapida, valorile Mn cresc lent si continuu,
ajungand la 1600 g/mol la sfarsitul timpului de reactie. Nici 1n sistemul de reactie cu (-)-
sparteind, care este un activator nucleofil puternic, conversia nu a fost completa, observandu-se
o crestere rapida a valorilor Mn pana la 12 h. Aceasta regiune a fost urmata de plafonarea si

chiar scdderea valorilor, din cauza degradarilor induse prin ciclizare.

1700
1600
1500

1400 ——fara OC
—e—DMAP

Mn (g/mol)

1300 —@— (-)-sparteind

1200

1100
0 20 40 60 80 100

Timp (h)
Figura 4.16. Influenta organocatalizatorilor in DMSO asupra evolutiei Mn (#1-3)

Analiza cineticd a reactiilor din DMF a evidentiat un comportament similar (Figura
4.17a), cu aceeasi ordine (-)-sparteina > DMAP > fara organocatalizator (#6, 5, 4). Cu toate
acestea, observand comparativ evolutia valorilor Mn, se poate remarca faptul ca sistemele de

reactie realizate in DMF sunt in mod clar mai active decat cele din DMSO, cel mai probabil din
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cauza proceselor de degradare ale DMF descrise anterior, care conduc la formarea activatorului

nucleofil dimetilamina.

a) 1900 b)
1.08

1700
1.06

[=]
% 1500 —8— fird OC a —8— firi OC
s —e—DMAP 104 —e—DMAP
—@— (-)-sparteind —@— (-)-sparteind
1300 102
1100 1.00
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
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Figura 4.17. a) Influenta organocatalizatorilor in DMF asupra evolutiei Mn si b) evolutia
indicelui de dispersitate (#4—6)

In plus, evolutia indicelui B determinat prin MALDI MS poate evidentia diferentele de
reactivitate din sistem. Sistemul care contine (-)-sparteind a condus in 4 h la aceeasi valoare a
Mn ca si cel cu DMAP la sfarsitul timpului de reactie, dar dispersitatea obtinuta folosind DMAP

a fost semnificativ mai mica (Figura 4.17).

5. MODIFICAREA CONTROLATA A CICLODEXTRINEI PRIN
OLIGOMERIZAREA PRIN DESCHIDERE DE CICLU A &-
CAPROLACTONEI IN PREZENTA ORGANOCATALIZATORILOR
TBD SI DBU

Substitutia directionatd catre gruparile hidroxil secundare ale moleculei de $-CD poate fi
favorizatd de fenomenele de incluziune si diferentele la nivelul reactivitatii grupdrilor hidroxil
in transesterificari. Incapsularea e-CL in cavitatea B-CD in DMSO a fost demonstrata de aparitia
semnalelor de corelatie NOE intre protonii din e-CL si protonii H3/H5 din cavitatea B-CD
(Figura 5.2) atunci cand monomerul a fost addugat in exces conform conditiilor de reactie.
Avand in vedere studiile anterioare privind geometria complecsilor B-CD:e-CL formati in apa
[47, 306], se poate presupune proximitatea spatiald dintre functiunea carbonil a e-CL si baza
mare a B-CD in DMSO, asa cum este ilustrat in Figura 5.2.

Procesul ROO al &-CL initiat de B-CD a fost efectuat in DMSO, la 80 °C timp de 72 h.
Spectrul de masa al produsului B-CDCL# a permis cuantificarea Mn determinandu-se o valoare
de 1425 g/mol, corespunzitoare atasirii a 2,35 unititi CL la p-CD. Analiza 'H RMN arati ci
numarul total de unitati CL/B-CD este de 2,5, fiind in acord cu rezultatele MALDI MS. De

asemenea, analiza RMN a B-CDCLy a indicat substitutia selectiva la baza mare.
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Figura 5.2. Spectrul ROESY (DMSO-d6, 400 MHz) pentru un amestec f-CD/e-CL 1/20 care
evidentiaza semnalele de corelatie NOE intre H3/HS5 din [-CD si protonii e-CL

5.2.3. Studii comparative 'H RMN si MALDI MS pentru procesul ROO al &-CL
organocatalizat de DBU
Progresul reactiei prin deschidere de ciclu a &-CL in sistemul activat cu DBU, la

temperatura camerei, in DMSO, a fost monitorizat utilizdnd analiza '"H RMN si MALDI MS
(Figura 5.6.). Atat valorile Mn (MALDI MS), cat si de conversie (RMN) prezinta o tendinta de
crestere relativ similara pe parcursul reactiei. Totusi, dupa 1440 de minute, masurdtorile RMN
conduc la valori semnificativ mai mari. Diferenta dintre valorile masurate prin cele doud metode
poate fi explicata prin faptul ca analiza MALDI MS reflectd doar unitatile CL atasate la B-CD
(masuratorile Mn iau in considerare doar semnalele pentru B-CDCL), in timp ce RMN masoara
cantitatea totald de OCL gasitad in amestecul analizat ca specii B-CDCL si homopolimeri PCL.
Tinand cont de diferente s-a determinat ca 7,45% din monomer este consumat prin reactii de
transesterificare care conduc la formarea de homopolimeri PCL ciclici si liniari. Homopolimerii
liniari apar ca o consecinta a prezentei inevitabile a urmelor de apd atunci cand sunt implicate
moleculele de CD [335], in timp ce homopolimerii ciclici rezulta din reactii de ciclizare.
Spectrul de corelatie 'H,'*C-HMBC RMN pentru produsul B-CDCL# (obtinut dupi 30
min), a aratat acilarea bazei mari a -CD, in conditiile unui SD relativ scdzut. Pe de alta parte,
cresterea timpului de reactie la 24 h (B-CDCLs#3) conduce la modificari suplimentare, crescand

lungimea medie a lanturilor, iar substitutia avand loc atat la baza mica, cét si la baza mare.
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Figura 5.6. Evolutiile Mn si Cm determinate prin MALDI MS si 'H RMN pentru reactia prin
deschidere de ciclu a e-CL organocatalizata de DBU

Modul de substitutie rezultat in urma reactiei efectuate in prezentd de DBU, poate fi
explicat prin faptul ca odata ce ciclul lactonei este deschis si legat in pozitiile 2 si/sau 3, gruparile
esterice atasate la B-CD pot suferi o serie de reactii de transesterificare de interschimb, dupa
cum urmeaza: atacuri din partea grupdrilor hidroxil de la capatul lantului OCL care conduc la
alungirea acestuia (Schema 5.3 — calea 1); reactii de ciclizare (Schema 5.3 — calea 3) care
conduc la refacerea ciclului de e-CL; atacuri din partea gruparilor hidroxil primare ale -CD

care duc la transfer in pozitia 6 (Schema 5.3 — calea 2).

Schema 5.3 Cdile de transesterificare ale f-CDCL substituite in pozitiile 2 si 3: 1 — alungirea
lantului; 2 — schimburi C2,3/C6; 3 — ciclizare
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Transferul catre gruparile hidroxil din pozitia 6 poate fi explicat de geometria produsului
acilat 1n pozitiile 2 si 3, unitatile OCL fiind incluse in cavitate. Experimentele ROESY pentru
produsul B-CDCL#2 au evidentiat semnale de corelatie NOE intre Ha din lanturile OCL si H3/5
si OH6 din B-CD (Figura 5.12). Unitatile monomere atasate la baza mare sunt situate in

cavitatea macrociclului, cu gruparea CH2a. in apropierea OH6 (mai putin de 5A).
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Figura 5.12. Spectrele ROESY ale produsului p-CDCLy# la: a) 10 mM si b) 40 mM in DMSO-
d6 evidentiind semnalele de corelatie NOE intre OH6, H3 si H5 din f-CD si Ho. din OCL si o
reprezentare schematica pentru autoincluziunea lanturilor OCL in cavitatea f-CD

5.2.4. Studii comparative "H RMN si MALDI MS pentru procesul ROO al &-CL
organocatalizat de TBD
Analizele MALDI MS si RMN au fost utilizate pentru a monitoriza modificarile in

procesul prin deschidere de ciclu al e-CL activat de TBD (Figura 5.13a). Reactia a prezentat o
evolutie in doud etape in ceea ce priveste valorile Mn si conversiei e-CL. In primele 15 minute,
ambele metode au dat rezultate comparabile, cu valori echivalente similare. De la 60 la 120 de
minute, analiza MALDI MS a evidentiat o regiune de platou, in timp ce analiza RMN a aratat o
crestere treptata a conversiei pana la 85,65%, spre deosebire de conversia echivalenta de 58,15%
determinatd prin MS. Aceasta diferenta semnificativa poate fi atribuita unui consum de 27,5%
e-CL in reactiile secundare de transesterificare cu formare de homopolimeri PCL. In plus,
cresterea continud a B, chiar si dupa incetarea cresterii valorilor Mn, ofera dovezi suplimentare
pentru transesterificari (Figura 5.13b). Tindnd cont de cinetica de reactie a procesului ROO
initiat de B-CD in prezentd de TBD, au fost izolati trei produsi de tip B-CDCL, dupa 10 min (-
CDCL#), 60 min (B-CDCL#s — spectrul MALDI MS prezentat in Figura 5.14), respectiv 1440

min (B-CDCLx), pentru a determina cu precizie modul de subsitutie.
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Figura 5.13. a) Evolutiile Mn si Cm determinate prin MALDI MS si 'H RMN pentru reactia
prin deschidere de ciclu a e-CL activata de TBD si b) Evolutiile Mn si B determinate prin
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Figura 5.14 Spectrul MALDI MS al produsului f-CDCLys cu populatia de semnale principale
corespunzatoare speciilor [f-CDCL+Na] ", regiunea evidentiata evidentiaza seriile de
semnale de homopolimeri PCL care insotesc produsul principal f-CDCL (A — PCL ciclica, B
— PCL liniara cu lant terminal COOH, C — PCL liniara cu lant terminal COONa si D — PCL
liniara cu lant terminal COO-TBD)
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Produsul B-CDCLy4 a prezentat o valoare de 6,35 unitati CL/B-CD, asa cum este indicat
de ambele metode de analizi, iar 'H RMN a aritat un mod de substitutie aleatoriu. Dupa 60 min,
a fost izolat un derivat B-CDCLu#s, avand o valoare a Mn de 3050 g/mol, ceea ce indica atasarea
a 16,6 unitati CL la molecula B-CD. De asemenea, spectrul de masa (Figura 5.14) confirma
prezenta PCL ciclice (seria A) si PCL liniare (seriile B-D). Analiza RMN a acestui produs a
ardtat un mod de substitutie aleatoriu in pozitiile 2, 3 si 6, atingdnd 15,42 unitati CL/B-CD.
Prezenta homopolimerilor PCL liniari a fost confirmata si de semnalele corespunzatoare COOH.

Produsul B-CDCLux#s, obtinut dupa un timp de reactie de 24 h, marcheazd o noua etapa
in evolutia sistemului de reactie. Astfel, cand se compara valorile Mn obtinute prin MALDI MS
a produsilor B-CDCLys si B-CDCLs#s se obtine o valoare semnificativ mai mica pentru al doilea
derivat (2575 g/mol), corespunzator atasarii a 12,43 unitati CL/B-CD. Valorile diminuate ale Mn
pot fi corelate cu desprinderea lanturilor oligoesterice prin reactii de transfer citre moleculele
de apd din sistem si ciclizare. Pe de alta parte, analiza RMN a produsului f-CDCLs#s indica

substitutia exclusiva in pozitia 6.

5.2.5. Analiza reactiilor de transfer din pozitiile 2 si 3 in 6

Pentru a reflecta cu acuratete evolutia sistemului in timpul transferului de la 2,3 la 6,
reactia a fost efectuatd in tubul RMN (Figura 5.22). Spectrul '"H RMN inregistrat imediat dupi
adaugarea TBD aratd semnale pentru un produs B-CDCL cu un grad de functionalizare redus si
semnale asociate cu e-CL ciclica formata in sifu, indicand procese de ciclizare.

Analizand spectrele RMN colectate in timp se observa cd intensificarea semnalelor H6’a,
H6’b si H5’ este insotita de disparitia H2’ si H3’, ceea ce sugereaza disparitia functionalizarii In
2,3 concomitent cu transferul functiunilor catre pozitia 6. De asemenea, scaderea continua a
cantitatii de &-CL indicd consumarea monomerului printr-un proces ireversibil, diferit de
procesul detectat initial de acilare/deacilare. In plus, semnalul de 3,99 ppm corespunzitor He
din lant creste constant, ceea ce aratd alungirea lanturilor grefate in pozitia 6. Practic, la
transformarea B-CDCL# in B-CDCLy#s, unitatile de monomer atasate in pozitiile 2 si 3 sunt
transferate lent in pozitia 6. Dupa 7 h, substitutia In pozitia 6 este detectata aproape exclusiv, iar
produsul B-CDCLss (izolat dupa 24 h) are lanturi mai lungi in comparatie cu derivatul initial,

aratand ca transferul din pozitiile 2,3 catre 6 contribuie la alungirea lantului.
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Figura 5.22. Spectrele 'H RMN care evidentiazd evolutia transesterificdrii catalizate de TBD
pentru produsul f-CDCLy#

5.2.7. Influenta cavitatii a-, p-, sau y-CD in procesul ROO al e-CL — cinetica MALDI MS

Reactia prin deschidere de ciclu a e-CL a fost monitorizatd timp de 120 min pentru a
determina influenta a-, B-, si y-CD. Astfel, s-a urmarit evolutia valorilor Mn, respectiv a
numarului mediu de unitati CL/CD, obtinute din cele trei sisteme (Figura 5.29). Datele
comparative evidentiaza cd toate sistemele au o evolutie a valorilor Mn 1n doua etape, foarte
bine evidentiate pentru reactia initiatd de a-CD. Sistemele cu - si y-CD au o reactivitate mai
mare, ceea ce duce mai rapid la valori SD ridicate. Desi y-CD conduce la un SD mai mare decét
B-CD, valorile b sunt semnificativ mai mari pentru sistemul initiat de B-CD. Astfel, sistemul cu
a-CD a fost cel mai putin reactiv datoritd formarii unui complex puternic cu monomerul [313],
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iar sistemul cu B-CD cel mai reactiv, asa cum s-a observat in studii anterioare [46-48]. Astfel,

se poate afirma cd fenomenele de complexare sunt implicate, cel putin partial, in procesul ROO

al e-CL in DMSO.
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Figura 5.29. Evolutia a) valorilor Mn si b) numarului mediu de unitati CL/CD pentru ROO a
e-CL initiate de a-, -, si y-CD in prezentda de TBD

6. MONITORIZAREA REACTIILOR DE OBTINERE A DERIVATILOR
CICLODEXTRINA-OLIGOVALEROLACTONA PRIN
SPECTROMETRIE DE MASA MALDI MS
Derivatii de tip B-CDVL sunt preparati prin procesul ROO al 3-VL initiat de B-CD in

solutie (DMSO) conform Schemei 6.1. Pentru intelegerea particularitatilor reactiilor si

determinarea conditilor optime au fost efectuate o serie de reactii, supuse caracterizarii prin

MALDI MS, RMN si MS/MS.
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Schema 6.1. Reactia prin deschidere de ciclu a 6-VL initiata de -CD
6.2.1. Caracterizarea produsilor de tip f-CDVL prin MALDI MS si RMN
Spectrul de masa al unui produs B-CDVL tipic prezintd o serie de semnale la o diferenta
de 100 Da (masa moleculard a unitatii monomere 5-oxipentanoat, notatd VL) pornind de la

aductul cu sodiu al B-CD (Figura 6.1). Pentru a confirma structura derivatilor B-CDVL, au fost
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folosite si studii de fragmentare MS/MS. Analiza RMN arata, de asemenea, faptul ca derivatul

B-CDVL este substituit la gruparile hidroxil primare ale $-CD.
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Figura 6.1. Spectrul MALDI MS al f-CDVLy;3
6.2.2. Reactia prin deschidere de ciclu a 6-VL initiata de -CD
Evolutia procesului ROO activat de DBU a monomerului 3-VL initiatd de B-CD a fost
determinata atat prin MALDI MS, cat si prin RMN (Figura 6.6a). Evolutia Mn determinata
direct din MALDI MS, si indirect, din RMN utilizdnd conversia monomerului este similara,

conducand la aceleasi valori la sfarsitul timpului de reactie.
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Figura 6.6. Evolutia a) Mn (determinata prin MALDI MS si RMN) si b) D (determinata din
MALDI MS) in procesul ROO al 6-VL activat de organocatalizatorul DBU

Pentru primele 360 de minute, reactia are o viteza de crestere a Mn mai mare, dar ulterior,
aceasta incetineste. Reducerea reactivitdtii poate fi atribuitd modificarii structurii B-CD si
implicit impiedicarilor sterice la nivelul situsurilor reactive ale B-CD. Valorile D cresc
semnificativ pentru cea mai mare parte a timpului de reactie (Figura 6.6b), iar spectrul MALDI
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MS al produsului obtinut dupd 1440 min a aratat prezenta homopolimerilor PVL liniari rezultati
din cauza urmelor de apa din mediul de reactie in regiunea 500-1100 Da. Surprinzaitor, analiza
RMN a spectrelor inregistrate pentru stabilirea evolutiei procesului ROO al 8-VL releva faptul
ca substitutia are loc la gruparile hidroxil primare chiar de la Inceputul reactiei.

Reactia catalizata de DBU a permis atingerea unei conversii moderate a 6-VL, astfel ca a
fost investigat progresul reactiei si in prezenta unei bazei nucleofile mai puternice, TBD (Figura
6.10a). Evolutia sistemului de reactie in ceea ce priveste valorile Mn (monitorizata prin MALDI
MS) a ardtat o crestere rapida in primele 15 min; dupa aceastad crestere initiala, sistemul de
reactie ajunge la o regiune de platou. Desi valorile Mn raman relativ constante, valorile B

continud sa creasca (Figura 6.10b) confirmand incidenta reactiilor de transesterificare.
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Figura 6.10 Evolutia a) Mn (determinata prin MALDI MS si RMN) si b) D (determinata din
MALDI MS) in procesul ROO al 6-VL activat de organocatalizatorul TBD

Progresul reactiei urmarit prin RMN, pe baza Cm transformata in Mn echivalenta, conduce
dupd 15 min la valori mai ridicate decat cele determinate prin MALDI MS. Cu toate acestea,
profilul curbelor cinetice este similar, atingand un platou pana la sfarsitul reactiei, indicand ca
echlibrul ROO 1in conditiile date a fost atins. De asemenea, diferentele privind valorile
determinate prin cele doud tehnici de analizd semnaleaza ca 14,35% din monomer este convertit
in homopolimeri. Similar cu cazul anterior, analiza RMN aratd ca substitutia are loc, de la
inceputul reactiei, la gruparile hidroxil primare datorita reactivitatii crescute a sistemului, care

nu permite observarea substitutiei la baza mare.

6.2.3. Influenta cavitatii a-, -, sau y-CD asupra procesului ROO al 6-VL
Reactiile initiate de a-, B-, s y-CD au fost monitorizate timp de 120 min pentru a determina
evolutia valorilor Mn (Figura 6.14a), respectiv a numarului de unitati VL atasate de CD pentru

o diferentiere mai clard a celor trei sisteme (Figura 6.14b). Evolutia in doud etape, clar
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diferentiate, poate fi o consecintd a reactivitdtii crescute In etapa initiala a reactiei datorita
utilizarii organocatalizatorului TBD si concentratiei ridicate de specii hidroxil active cu rol de
initiator. Totusi, conversia maxima teoreticd nu este atinsa in niciunul dintre cazurile studiate

probabil din cauza atingerii unei stari de echilibru in reactia reversibila de atasare/detasare a o-

VL la CD.
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Figura 6.14. Evolutia a) valorilor Mn si b) numarului de unitati VL/CD pentru procesele
ROO ale 6-VL initiate de a-, -, si y-CD in prezenta de TBD

Daca se ia 1n considerare doar cresterea masei, se pare ca sistemul initiat de a-CD este
similar cu cel implicand y-CD. In schimb, SD este mai ridicat in cazul a-CDVL, atasdndu-se
8,2 unititi in primele 15 min. In cazul reactiei initiate de y-CD reactia decurge rapid pentru 15
min in care se ataseaza 5 unitati VL/y-CD, iar dupd aceasta urmeaza o perioada de crestere foarte
lenta (Figura 6.14b). Luand in considerare dimensiunea mai mare a cavitatii y-CD, respectiv
imobilizarea ineficientd a lactonei in cavitatea acesteia [313], se poate presupune ca reactivitatea
mai scazuta este rezultatul unui proces ineficient de complexare/activare a 3-VL. Cele mai bune

rezultate se obtin in cazul B-CD, asa cum s-a observat in studii anterioare [46-48].

7. ELECTROFILAREA CICLODEXTRINELOR MODIFICATE CU

OLIGOESTERI
7.1. Electofilarea derivati a-, p- si y-CDLA

Pe baza rezultatelor privind electrofilarea f-CDLA 1n apd/acetonitril [42], s-a ales ca punct
de plecare concentratia de 160% m/v pentru prepararea nanofibrelor pe baza de a- si y-CDLA.
Astfel, pentru concentratii de 160% m/v, s-au obtinut fibre pentru y-CDLA, dar in cazul a-CDLA
a fost necesara cresterea suplimentara a concentratiei de a-CDLA pand la 200% m/v pentru
formarea de fibre fara particule (Figura 7.5). Diametrul mediu al nanofibrelor pe baza de a- si

B-CDLA este relativ similar, 333 + 52 nm, respectiv 378 + 68 nm. Diametrul mai mare in cazul
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nanofibrelor y-CDLA (468 + 130 nm) poate fi explicat prin viscozitatea mai mare a solutiei y-

CDLA (0,818 Pa-s) fata de ~0,6 Pa‘s in cazul celorlalti derivati.

AR i, ! I \ X
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Figura 7.5. Imagini SEM ale nanofibrelor pe baza de: a) a-CDLA (200% m/v), b) f-CDLA
(160% m/v) si c) y-CDLA (160% m/v)

7.2.2. Procesul de electrofilare al derivatilor p-CDVL si f-CDCL

In procesul de electrofilare, trecerea de la particule la fibre cu particule si, in cele din urma,
la fibre fara particule are loc odata cu cresterea concentratiei si/sau viscozitatii solutiei de plecare
[228]. Varierea intervalului de concentratie 110-200% m/v (Figura 7.9) evidentiaza tendinta de
formare a fibrelor. Daca la 110% se remarca formarea unor particule (Figura 7.9a), valori mai
ridicate ale concentratiei conduc la formarea concomitentd de fibre si particule (Figura 7.9b-
d). Cresterea concentratiei la 190%, respectiv 200% m/v a condus la obtinerea de fibre (fara

particule) cu diametre medii de 632 + 188 nm, respectiv 862 + 311 nm (Figura 7.9e.f).

m/v, d) 170% m/v, e) 190% m/v si f) 200% m/v

Pornind de la rezultatele obtinute in procesul de electrofilare a derivatilor de f-CDLA [42]

si B-CDCL, concentratia solutiei de B-CDVL testata initial a fost de 150% m/v. La aceasta
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concentratie, derivatii B-CDVL au condus la formarea particulelor (Figura 7.11a), indicand
necesitatea cresterii concentratiei pentru a se atinge nivelul de coeziune prin legaturi de hidrogen
necesar obtinerii fibrelor. Prin urmare, concentratia a fost crescuta pana la 210% m/v, ceea ce a
condus la fibre cu cateva particule alungite, fibrele avand un diametru mediu de 1098 =477 nm
(Figura 7.11d). Concentratia a fost marita la 220% m/v pentru a reduce prezenta particulelor
(Figura 7.11e). Diametrul mediu al fibrelor rezultat a fost destul de mare (1108 + 312 nm), iar
pentru a-l reduce, s-a marit distanta ac-colector pentru electrofilarea solutiei de 220% m/v,

obtinandu-se diametre de 629 + 123 nm (Figura 7.11f).

Figura 7.11. Imagini SEM pentru sistemele p-CDVL la: a) 150% m/v, b) 170% m/v, c) 190%
mh, d) 210% m/v, e) 220% m/v la 15 cm, f) 220% m/v la 18 cm distanta ac-colector

7.3. Electrofilarea derivatilor ciclodextrina-oligolactida cu compusi bioactivi

7.3.1. Nanofibre cu curcumind

Cresterea concentratiei solutiei de B-CDLA la 180% m/v (pentru un raport molar de 4/1
B-CDLA/CRC), a condus la obtinerea de nanofibre, cu diametrul de 302 + 55 nm (Figura
7.14b). Sistemul y-CDLA/CRC a condus la nanofibre in aceleasi conditii ca si f~-CDLA/CRC,
avand un diametru mediu de 408 + 104 nm (Figura 7.14c). Pe de alta parte, a fost necesara o
concentratie mai ridicatd pentru a obtine nanofibre din sistemul a-CDLA cu CRC (220% m/v a-
CDLA pentru un raport molar a-CDLA/CRC de 4/1). Imaginea SEM (Figura 7.14a) dezvaluie

formarea de nanofibre din amestecul a-CDLA/CRC cu un diametru mediu de 264 + 44 nm.
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Figura 7.14. Imagini SEM pentru a) o-CDLA/CRC (220% m/v), b) p-CDLA/CRC (180% m/v)
si c) y-CDLA/CRC (180% m/v)

7.3.1.3. Activitatea antioxidantd a nanofibrelor a-, -, si y-CDLA/curcumina

Nanofibrele B- si y-CDLA incédrcate cu CRC au prezentat performante aproximativ
similare (74,3 % vs. 75,5% activitate antioxidantd), cu o imbunatatire minora observatd pentru
nanofibrele y-CDLA, aproape similard cu continutul teoretic al CRC (Figura 7.26). Cu toate
acestea, nanofibrele a-CDLA au aratat o performanta semnificativ mai scazutd (51,3% activitate
antioxidanta), probabil din cauza capacitatii reduse de solubilizare a CRC 1in solutii apoase.
Aceasta observatie vine in acord cu analizele DTG si FTIR, care au ardtat interactiuni de tip

gazda-oaspete mai putin eficiente pentru nanofibrele a-CDLA/CRC.
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Figura 7.26. Spectrele UV-Vis ale solutiilor de proba care arata performanta testului
antioxidant cu DPPH a nanofibrelor (NF) o-, - si y-CDLA simple si incarcate cu CRC

7.3.2. Nanofibre cu magnolol si honokiol
Nanofibrele pe baza de B-CDLA si MG, respectiv HK, au fost preparate utilizand solutii
de 180% m/v B-CDLA 1n amestec apd/acetonitril (1/1 raport volumic) si un raport molar B-

CDLA/compus bioactiv de 1/1, continutul masic de compus bioactiv fiind de aproximativ 7%.
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In aceste conditii, procesul de electrofilare al solutiei B-CDLA/MG a condus la fibre cu diametre
de 416 + 125 nm (Figura 7.27b), iar pentru sistemul f-CDLA/HK, s-au obtinut fibre cu diametre
de 446 + 111 nm (Figura 7.27¢). De asemenea, au fost preparate si fibre de B-CDLA, fara

addugare de compus activ, obtinandu-se astfel diametre de 374 = 115 nm (Figura 7.27a).

Figura 7.27. Imagini SEM pentru a) f-CDLA, b) p-CDLA/MG, c¢) f-CDLA/HK la concentratia
180% m/v

7.3.2.3. Activitatea antioxidanta a nanofibrelor B-CDLA cu magnolol si honokiol

In acest studiu, se urmareste investigarea activititii antioxidante a formularilor de tip
nanofibre B-CDLA/MG, B-CDLA/HK (Figura 7.33). Pe o perioada de 120 min, HK si MG au
valori mai ridicate pentru activitatile antioxidante decat formularile B-CDLA/compus bioactiv.
Acest fapt ar putea fi atribuit interactiunii compusilor bioactivi cu derivatii B-CDLA care poate

ingreuna donarea H cétre radicaliit DPPH din cauza unor impiedicari sterice.
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Figura 7.33. Evolutia activitatii antioxidante a formularilor f-CDLA/HK, p-CDLA/MG si a
compusilor HK, respectiv MG
Cu toate acestea, dupa 1440 min, valorile activitatii antioxidante sunt mai ridicate in cazul
formularilor electrofilate. In ciuda cineticii initiale lente de reducere a radicalilor DPPH,
fomularea B-CDLA/HK ajunge la valoarea maxima. Similar, formularea f-CDLA/MG are o

valoarea a activitatii antioxidante putin mai ridicatd decat MG. Asadar, interactiunile dintre
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compusii bioactivi si derivatii B-CDLA pot contribui la imbunatatirea activitatii antioxidante in
timp.

Pentru formularile de tip nanofibre f-CDLA/HK, respectiv MG, s-a studiat si activitatea
antioxidanta in functie de concentratie, in domeniul 27,75-222 pg/mL, dupd 1440 min (Figura
7.34). Pe baza acestor teste efectuate in etanol, se poate determina concentratia eficace medie
(EC50). Astfel, aceasta are o valoare de 31 pg/mL pentru formularile B-CDLA/HK si de 106
pg/mL pentru f-CDLA/MG. Valoarea EC50 mai scazuta indica o capacitate mai mare de captare
a radicalilor liberi in formularile B-CDLA/HK, confirmand ca HK prezintd o activitate

antioxidanta semnificativ mai mare in comparatie cu MG.
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Figura 7.34. Activitatea antioxidanta a formularilor de tip nanofibre f-CDLA/HK si p-
CDLA/MG in functie de concentratie

7.3.3. Nanofibre cu enrofloxacina

Pentru electrofilarea conjugatelor B-CDLA cu ENR au fost utilizate solutii concentrate,
preparate in amestec apd/acetonitril (1/1 raport volumic). Pe baza rezultatelor anterioare legate
de electrofilarea derivatilor B-CDLA cu MG si HK, s-a incercat initial o solutie de 180% m/v la
care s-a adaugat o cantitate de principiu activ corespunzatoare unui raport molar de 1/1 -
CDLA/ENR. Prezenta ENR in amestecul supus procesului EFP a condus, in acest caz, la
formarea de particule (Figura 7.35a). Cresterea suplimentara la o concentratie de 220% m/v a
condus la formare de fibre cu un diametru mediu de 342 + 59 nm (Figura 7.35¢). Fibrele au
fost, de asemenea, preparate folosind un raport molar de 2/1 B-CDLA/ENR la o concentratie de
220% m/v (Figura 7.35d), prezentand diametre de 377 + 92 nm. Pentru comparatie, s-au

preparat si nanofibre doar pe baza de B-CDLA la concentratia de 220% m/v (Figura 7.35d),

avand diametre de 307 = 77 nm.
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Figura 7.35. Imagini SEM pentru f-CDLA/ENR la concentratiile: a) 180% m/v, b) 200% m/v,
¢) 220% m/v, utilizand un raport molar 1/1, d) d) 220% m/v folosind un raport molar de 2/1 si
e) f-CDLA 220% m/v

7.3.3.3.Activitatea antibacteriand a nanofibrelor f-CDLA cu enrofloxacina

Activitatea antibacteriana a formularilor de tip nanofibre pe baza de B-CDLA/ENR a fost
realizatad prin testul de difuzie pe disc utilizdnd atat bacterii Gram-pozitive (Staphylococcus
aureus), cat si Gram-negative (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa). Continutul in ENR
din fiecare proba a fost similar. Diametrul zonei de inhibare pentru fiecare proba testatd

(exprimat n mm) este redat in Tabelul 7.2.

Tabel 7.2. Activitatea antibacteriand in vitro a nanofibrelor f~-CDLA/ENR

Diametrul zonei de inhibare (mm)

Proba
S. aureus E. coli P. aeruginosa
B-CDLA/ENR 1/1 26.1+0.05 31.7+0.06 17.1+0.05
B-CDLA/ENR 2/1 27.0+0.00 35.1+0.05 18.0+0.00
B-CDLA 0 15.0+0.00 0
ENR 29.0+0.00 34.1+0.05 21.0+0.00
apa/DMSO (3/1 vIv) 0 0 0
Ciprofloxacina 26.7+0.06 31.0+0.00 32.3+0.57

In general, se poate observa ci formulirile B-CDLA/ENR care contin o cantitate relativ
mare de principiu activ (15,6% masic pentru un raport molar de 1/1 si 7,8% masic pentru un
raport molar de 2/1) nu afecteaza semnificativ activitatea antibacteriana. Zonele de inhibare au

avut valori apropiate de cele ale ENR pure si ciprofloxacinei, cu exceptia P. aeruginosa, unde
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ciprofloxacina a prezentat o eficacitate superioara. Activitatea antibacteriana a formularilor de
tip nanofibre poate fi atribuitd concentratiei ridicate a antibioticului, ceea ce conduce la eficienta

de inhibare determinata.

CONCLUZII GENERALE

Teza de fata demonstreaza avantajele utilizarii metodelor de caracterizare structurala
avansatd, prin spectrometrie de masd cu suportul spectroscopiei RMN, in intelegerea
mecanismelor care guverneaza reactiile de tip ROO in prezenta CD. Structura derivatilor de tip
CDOE este una complexa datoritd mai multor variabile introduse prin functionalizare: gradul
de substitutie, formarea izomerilor de pozitie datorita multitudinii de grupari hidroxil cu rol de
initiator, substitutia cu lanturi oligomerice avand o lungime variabila. Studiile efectuate n cadrul
tezei ofera o serie de raspunsuri la problemele mentionate prin adaptarea tehnicii de
caracterizare MALDI MS, atét din punct de vedere calitativ, cat si cantitativ, si corelarea acesteia
cu spectroscopia RMN.

In acest context, experimentele efectuate au fost axate pe investigarea calitativa si
cantitativd a polimerizarii in solutie a D,L-LA, &-CL si 8-VL, in prezenta CD, dupa cum
urmeaza:

e Sinteza conjugatelor B-CDLA a fost urmaritd utilizdnd o metoda optimizata MALDI
MS, care a fost validata de spectroscopia RMN, remarcandu-se un excelent grad de corelatie
intre cele doud metode (Capitolul 2). Cinetica de reactie a fost determinata prin MALDI MS,
urmirind modificarea valorilor Mn ale speciilor CDLA, si prin '"H RMN, observand conversia
globala a monomerului. Studiul cinetic este esential pentru intelegerea si optimizarea procesului
ROO al esterilor ciclici. Astfel, spectrometria de masa a reflectat tipurile de reactii implicate in
procesul ROO al D,L-LA, permitand optimizarea sintezei si evitarea unor reactii secundare prin
scaderea timpilor de reactie, alegerea solventilor si modificarea raporturilor molare sau a
concentratiilor. Analiza RMN a unui produs tipic B-CDLA a ardtat cd substitutia are loc la mai
multe grupdri hidroxil din pozitia 6 a B-CD, similar reactiei efectuate in masa. Caracterizarea
MALDI MS si MS/MS a dezvaluit degradarea solventilor (DMF sau NMP) prin ruperea
legdturii amidice in conditiile de reactie utilizate. Acest fapt a condus la formarea de amine cu
rol de activator in ROO, dar si la formarea de produsi secundari, precum B-CDLA-formiat in

cazul utilizarii DMF.
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e Spectrele de masa MALDI MS ofera informatii importante pentru dezvoltarea unei
metode de cuantificare a reactiilor de transesterificare in cazul derivatilor f-CDLA (Capitolul
3). Evaluarea gradului de transesterificare se poate realiza pe baza celor doua tipuri principale
de serii de semnale din spectrele de masa. Astfel, gradul de transesterificare a fost evaluat in
diferite sisteme de reactie pentru a stabili influenta unor parametri, in special adaugarea de
organocatalizatori. Tendinta organocatalizatorilor de a produce reactii de transesterificare a fost
analizata atat In cadrul sistemelor ROO, cat si in conditiile efectului degradativ exercitat asupra
compusilor de tip B-CDLA. Astfe, efectul organocatalizatorilor de promovare a
transesterificdrilor creste in ordinea imidazol < DMAP < (-)-sparteind. Studiul influentei
solventilor a aratat ca sistemele in DMF sunt cele mai reactive, urmate de NMP, in timp ce
DMSO conduce la cel mai mic grad de transesterificare. De asemenea, prin studiul influentei
concentratiei, s-a stabilit ca reactiile de transesterificare intramoleculare au o prevalentd mai
ridicata.

e [nvestigarea reactiilor de tip ROO 1n prezenta CD a luat in considerare un alt ester ciclic
frecvent utilizat 1n sinteza de poliesteri, si anume &-CL (Capitolul 4). Si in acest caz, datele
cinetice obtinute din spectrometrie de masd MALDI MS au fost in concordantd cu cele obtinute
prin analiza conversiei monomerului, utilizand RMN. Investigarea efectului solventului a aratat
ca sistemele Tn DMF au reactivitate mai ridicatd datorita clivajului legaturii amidice si formarii
dimetilaminei cu rol de activator, printr-un proces similar cu cel descris in cazul ROO a D,L-
LA. Studiul cinetic prin MALDI MS a permis identificarea si cuantificarea proceselor
degradative, in special in cazul utilizarii organocatalizatorului (-)-sparteina. Analizele RMN
efectuate au condus, in premiera, la identificarea a doud faze in modificarea 3-CD prin ROO a
e-CL: o atasare rapidd a e-CL la grupdrile hidroxil secundare, urmatd de o atasare mai lenta la
cele primare, rezultand derivati substituiti aleatoriu. In plus, analiza RMN a permis identificarea
functionalizarii B-CD la baza mare, atat in pozitia 2, cat si in pozitia 3 a inelului glicozidic.

e Pornind de la rezultatele obtinute in prezenta unor amine cu efect moderat, precum
DMAP, experimentele au vizat efectul combinat al B-CD si al organocatalizatorilor cu activitate
pronuntata, precum DBU sau TBD. Mai concret, a fost studiatd cinetica reactiei si modul de
substitutie al derivatilor B-CDCL prin RMN si MALDI MS (Capitolul 5). Intr-o prima faza, s-
a demonstrat ca formarea unui complex de incluziune intre B-CD si e-CL poate avea loc intr-o

solutie de DMSO, avand un un rol esential in ceea ce priveste mecanismul de reactie,
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directionand substitutia initiald catre pozitiile 2 si 3 a B-CD. Acest studiu, efectuat in premiera
pe solutii de solventi organici conform datelor de literaturda, demonstreaza ca in ciuda efectului
de solvatare a cavitatii de CD exercitat de DMSO, monomerul este inclus in cavitate intr-o
geometrie care favorizeazd proximitatea dintre gruparile hidroxil secundare din pozitia 2 a
inelului glicozidic si functiunea esterica din e-CL. Addugarea de DBU in sistem a permis
mentinerea selectivitdtii substitutiei la baza mare, pand la atingerea unui anumit grad de
substitutie, In conditiile accelerarii procesului, conform datelor cinetice. Un timp de reactie mai
indelungat a condus la reactii de transfer a unitatilor substituite din pozitiile 2,3 la pozitia 6.
Adaugarea unui organocatalizator si mai puternic, TBD, a dus rapid la o substitutie aleatorie de
la inceputul reactiei, iar extinderea timpului de reactie, a permis obtinerea unui derivat substituit
exclusiv la baza mica. Reactiile de transfer de la 2,3 la 6 au loc prin transesterificarea lanturilor
incluse 1n cavitatea de CD, conform datelor ROESY RMN. De asemenea, sistemele cu TBD au
condus la formarea de OCL ciclica si liniard, acestea fiind identificate si cuantificate de-a lungul
reactiei prin intermediul comparatiei datelor cinetice MALDI MS si RMN. Procesul de transfer
de la 2,3 la 6 a fost demontrat prin urmarirea modificarilor modului de substitutie intr-o reactie
de transesterificare in prezenta de TBD, pornind de la un produs substituit exclusiv la gruparile
hidroxil secundare (obtinut cu DBU). Astfel, s-a observat formarea unui produs substituit
exclusiv in pozitia 6 dupa 24 h. In final, a fost evaluat prin MALDI MS comportamentul seriei
de omologi de CD in deschiderea ciclului e-CL, stabilindu-se ordinea de reactivitate a-CD < y-
CD < B-CD.

e Activarea esterilor ciclici de catre CD 1n prezenta organocatalizatorilor DBU si TBD a
fost studiatd si in cazul 5-VL (Capitolul 6). Utilizand spectroscopia RMN si spectrometria de
masd MALDI MS, s-a determinat cinetica celor doua reactii si s-a stabilit structura produsilor.
Analiza RMN a identificat modurile de atasare ale 6-VL la unitatile de glucopiranoza, indicand
substitutia la grupdrile hidroxil primare ale B-CD in ambele sisteme, datoritd reactivitatii
crescute a o0-VL fatd de &-CL (Capitolul 5). Procesul ROO al 9-VL in absenta
organocatalizatorilor a condus la o substitutie exclusiva in pozitiile 2 si 3, confirmand un
mecanism de reactie similar celui propus in cazul e-CL. Alegerea tipului de CD in ROO a 6-VL
cu organocatalizatorul TBD a influentat semnificativ reactia si structura compusilor, stabilindu-
se in cadrul studiilor cinetice prin MALDI MS urmatoarea ordine a reactivitatii y-CD < a-CD <

B-CD.
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e Potentialul aplicativ al derivatilor CDOE (obtinuti prin procese ROO ale D,L-LA, e-CL
si 0-VL folosind organocatalizatori precum DMAP sau TBD) a fost determinat prin investigarea
procesului de formare a nanofibrelor prin electrofilare fard adaos de polimeri — EFP (Capitolul
7). Procesul de tip EFP valorificd capacitatea de electrofilare a solutiilor concentrate ale
derivatilor de CD, astfel beneficiind de solubilitatea ridicata a derivatilor de tip CDOE fata de
CD native. Mai intai, experimentele de electrofilare au fost efectuate pe solutii concentrate ale
a-, B- si y-CDLA 1n amestecuri de solventi cu toxicitate redusa, si anume apa/etanol. Nanofibrele
pe baza de B- si y-CDLA au fost obtinute la o concentratie de 160% m/v, in timp ce a-CDLA a
necesitat o concentratie mai ridicata de 200% m/v; diametrele fibrelor au fost de aproximativ
350 nm 1n cazul a- si B-CDLA, respectiv 450 nm 1n cazul y-CDLA. Studiile de sorbtie dinamica
a vaporilor de apd au dezvaluit schimbari in interactiunile cu apa induse in CDOE prin
electrofilare. Desi nanofibrele B-CDLA au prezentat o capacitate de sorbtie a apei mai mare, au
necesitat un timp mai lung datorita interactiunilor intermoleculare diferite in comparatie cu
derivatul nativ. Derivatii f-CDCL si B-CDVL au fost, de asemenea, electrofilati folosind solutii
concentrate in DMF. Fibrele B-CDCL s-au format la 190% m/v, in timp ce B-CDVL a necesitat
peste 210% m/v; in ambele cazuri diametrele au aproximativ 630 nm. Corelarea viscozitatii cu
concentratia solutiilor a permis determinarea concentratiei critice de electrofilare pentru cei doi
derivati, prin raportare la rezultatele obtinute prin microscopia SEM. Mai mult, studiul a ilustrat
potentialul derivatilor CDLA in formularea farmaceuticd a compusilor bioactivi prin prepararea
EFP de nanofibre incarcate cu compusi antioxidanti (curcumina, magnolol, honokiol) si un
antibiotic de uz veterinar (enrofloxacind). Cu exceptia formuldrilor a-CDLA/curcumina si [3-
CDLA/enrofloxacind, care au necesitat concentratii de 220% m/v, toate nanofibrele au fost
obtinute la o concentratie a solutiilor de 180% m/v. Diametrele medii ale fibrelor variaza in
functie de sistem, gasindu-se in intervalul 250-450 nm si pot fi corelate cu viscozitatea solutiilor.
Tehnicile de caracterizare au confirmat prezenta compusilor bioactivi In nanofibre, mentinandu-
se raporturile molare dintre componenti. Testele antioxidante au ardtat activitatea superioara a
anumitor formulari, iar testele antibacteriene au dovedit cd nanofiberele incarcate pastreaza
activitatea de inhibarea a antibioticului.

Rezultatele originale, mentionate mai sus intr-o forma succintd consituie subiectul a 6
lucrari cotate ISI (FI cumulat: 34,4), 9 comunicari si 4 postere prezentate in cadrul unor

conferinte nationale si internationale.
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