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Introducere

Aplicatiile chimiei supramoleculare 1n diverse domenii ale chimiei, biochimiei si
mediului Tnconjurdtor au constituit §i constituie interesante provocari ale cercetdtorilor in
rezolvarea unor probleme de actualitate din domeniile mai sus mentionate [1].

Teza de fatd prezintd aspecte ale aplicatiilor unor receptori macrociclici in studiul unor
compusi cu relevanta biologica. Astfel sunt studiati receptorii macrociclici calixarenici, o- si -
ciclodextrine si cucurbit[n]uril, n = 6,7 In procese de complexare si separare a unor aminoacizi,
dipeptide si nucleobaze. Mai mult se studiaza posibilitatea separarii enantiomerilor aminoacizilor
aromatici nativi si metilesteri prin membrane lichide de volum utilizdind B-ciclodextrina
functionalizata ca transportor chiral. Principalele obiective ale tezei sunt urmatoarele:

a) Caracterizarea si studiul comparativ al complecsilor formati Tntre compusii de
importanta biologica si anume aminoacizi, dipeptide si nucleobaze cu: p-sulfonatocalix[n/arene,
n = 4,6, o-ciclodextrina si B-ciclodextrina functionalizata (heptakis (2, 3, 6-tri-O-acetil)-pB-
ciclodextrina), cucurbit[6]uril (CB[6]) si cucurbit[7]uril (CB[7]) prin metode spectrofotometrice
UV-Vis, calorimetrice, rezonantd magnetica nucleara si spectroscopie de dicroism circular;
in forma nativa si metilesteri) utilizand receptori macrociclici. Pentru aceasta au fost studiate
aspecte ale extractiei lichid-lichid privind separarea unor aminoacizi aromatici cu receptorul
chiral heptakis (2, 3, 6-tri-O-acetil)-B-ciclodextrina si anume: echilibre de repartitie prezente in
sistem bifazic si trifazic, efectul parametrilor care influenteaza procesul de extractie (pH, timp de
agitare, temperatura, determinarea randamentelor de extractie ale aminoacizilor si a constantelor
de extractie ale aminoacizilor);

¢) Studii privind transportul aminoacizilor aromatici in forma nativa si metilesteri
prin membrana lichidd de cloroform cu receptorul chiral heptakis (2, 3, 6-tri-O-acetil)-f3-
ciclodextrina in scopul separarii enantiomerilor. In acest caz s-au studiat urmétoarele aspecte:
etapele care stau la baza transportului prin membrana lichidd, factorii care influenteaza
transportul prin membrana lichida (pH-ul, timpul de agitare al fazelor, solventul membranar,
anionul pereche, temperatura), mecanismul de transport al aminoacizilor aromatici nativi si
metilesteri prin membrana lichidd de cloroform cu receptorul ciclodextrinic functionalizat,
volum utilizand receptorul chiral heptakis (2, 3, 6-tri-O-acetil)-B-ciclodextrina.

Lucrarea cuprinde opt capitole principale dintre care primele trei capitole (receptori
macrociclici utilizati Tn chimia analiticd, aspecte termodinamice ale complecsilor gazda-oaspete
formati cu compusi biologici, aplicatii analitice ale receptorilor macrociclici in procesele de
separare) se referd la partea teoreticd iar urmadtoarele cinci capitole la partea experimentala
(originald).

In partea teoretica sunt prezentate sintetic aspecte generale privind importanta implicarii
receptorilor macrociclici in recunoasterea compusilor chimici si biologici precum §i aspecte
privind aplicatiile acestora in procesele de separare ale compusilor de interes. Sunt evidentiate
cele mai recente studii referitoare la aplicatiile analitice ale receptorilor macrociclici pentru
compusi chimici, biochimici si de interes pentru mediul inconjurator.

Partea originala este Tmpartita in cinci capitole dintre care primele trei capitole prezinta
rezultatele obtinute Tn urma studiilor privind procesele de complexare ale cucurbiturilului,



calixarenelor si  ciclodextrinelor cu aminoacizi, nucleobaze si dipeptide prin tehnici
calorimetrice, spectrometrie UV-Vis, si rezonantd magneticd nucleard. In capitolul 7 sunt
prezentate aplicatii ale receptorului macrociclic chiral, B-ciclodextrina functionalizatad (heptakis
(2, 3, 6-tri-O-acetil)-B-ciclodextrina) in procese de extractie si transport ale unor aminoacizi
nativi si metilesteri prin membrane lichide in vederea separarii acestora. In capitolul 8, pentru
aromatici se foloseste spectroscopia de dicroism circular.

Capitolul de concluzii cuprinde o sintezd a rezultatelor obtinute pe parcursul acestei
lucrari. Lucrarea de fatd se incheie cu prezentarea referintelor bibliografice si a contributiilor
publicate rezultate in urma experimentelor efectuate.



PARTEA EXPERIMENTALA

(numerotarea capitolelor, subcapitolelor, figurilor si a tabelelor este cea din teza de doctorat)

L. Studiul comparativ al complecsilor formati intre p-sulfonatocalix[n]arene, ciclodextrine
si cucurbit[n]uril cu compusii biologici

Capitolul 4. Aspecte termodinamice ale complexarii unor aminoacizi §i dipeptide cu p-
sulfonatocalix[n]arena, n = 4,6

4.1. Consideratii generale
Este binecunoscut faptul ca in cadrul chimiei supramoleculare, parametrii termodinamici

caracteristici formarii complexului reprezintd date indispensabile recunoasterii moleculare.
Pentru studiul acestora se utilizeaza (asa cum s-a mentionat si in capitolul 1.5) tehnici ca de
exemplu: spectrometria UV-Vis, RMN, titrari calorimetrice, potentiometrice §i conductometrice,
percum si metodele cromatografice.

Aminoacizii ca si constituenti fundamentali ai unei largi si variate categorii de
macromolecule biologice reprezinta tinte atractive in cadrul chimiei supramoleculare. De aceea,
cunoagterea proprietatilor aminoacizilor in solutie apoasa, prezintd o mare importantd atiat Tn
dezvoltarea procedeelor de sinteza, purificare si de separare ale acestora cit si in elucidarea
principiilor de transport prin membrane biologice. Mai mult, reactivitatea si activitatea biologica
a proteinelor in faza apoasd depinde de hidratarea fragmentelor lor structurale cat si a
reziduurilor aminoacizilor [9].

Pe de alta parte, investigarea naturii interactiilor implicate in cadrul formarii complecsilor
ligand-peptidd este importantd in 1Intelegerea interactiilor biomoleculare specifice 1n
regularizarea proceselor celulare, iar studiul factorilor care contribuie la formarea complexului
prezintd, de asemenea, importantd in chimia peptidelor [25]. Grupul de cercetare a lui A. W.
Hamilton a studiat recunoasterea moleculard a proteinelor stabilind principiile ce guverneaza
recunoasterea acestora de citre macrociclici functionalizati [30].

Calix[n]arenele solubile in apa pot forma complecsi cu numeroase specii biologice, iar
proprietatile de incluziune ale oaspetilor investigati sunt corelate cu proprietatile lor structurale
[64,133,151,181,182]. Arena si colab. au demonstrat prin studii RMN si computationale posibila
formare a complecsilor Intre a-aminoacizi (L-alanina, L-valina, L-leucina, L-fenilalanina, L-
tirozina, L-triptofan) si p-sulfonatocalix[4]arene prin inserarea gruparii aromatice sau alifatice in
interiorul cavitatii hidrofobice a calixarenei [183].

In acest capitol am studiat prin metoda calorimetrica posibilitatea forméarii complexului
p-sulfonatocalix[n]arenelor, n = 4,6 cu o serie de aminoacizi, dipeptide si nucleobaze in solutie
apoasa.

4.2. Conditii experimentale
4.2.1. Aparatura si reactivii utilizati

Studiile termodinamice s-au facut prin titrdri calorimetrice cu ajutorul unui calorimetru
TRONAC 450 (Tronac Company ). Pentru Inregistrarea semnalului termic in functie de timp se
utilizeazd un microvoltmetru, model /197 (GmbH Company) si un plotter —x,y, model SE 130 (
Goertz Company).



Reactivii utilizati

Aminoacizii: L-prolina (L-Pro), L-arginina (L-Arg), L-lizind (L-Lys), L-histidina (L-His), L-
aspartic acid (L-Asp), L-serina (L-Ser), L-isoleucina (L-Ile) si L-tirozind (L-Tyr) de puritate >
99% au fost obtinuti de la Sigma-Aldrich (fig.4.2) iar dipeptidele au fost obtinute de la Fluka. A
fost utilizatd apad distilata obtinutd printr-un sistem de filtrare Milli-Q (Millipore). p-
Sulfonatocalix[4]arena (fig. 4.3) si p-Sulfonatocalix[6]arena (fig. 4.4) de puritate analiticd (>98
%) au fost obtinute de la Acros Organics .
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4.2.2. Modul de lucru

In timpul titrarilor calorimetrice o solutie de ligand corespunzétor (0,01 — 0,02 mol/L) a fost
addugatd in mod continuu solutiei de aminoacid sau peptidda (0,001-0,002 mol/L). Caldura
masuratd Q este legatd de reactia de entalpie AH si de numérul de moli al complecsilor formati
An.

Q=AnAH @.1)



De asemenea, An este functie de constanta de stabilitate care se calculeazd prin utilizarea
unui program specializat.

4.2.3 Rezultate si discutii

4.2.3.1 Determinarea constantei de stabilitate si a parametrilor termodinamici ai complecsilor
aminoacizilor cu p-sulfonatocalix[4]arena in solutie apoasa

Valorile constantelor de stabilitate si ale parametrilor termodinamici studiati pentru complecsi
formati intre p-sulfonatocalix[4]arena si o serie de aminoacizi In solutie apoasd sunt prezentate 1n
tabelul 1. Studiul a fost facut in solutie apoasa farda solutie tampon pentru a se evita orice
influentd a acestuia asupra formarii complexului. Se cunoaste faptul ca aminoacizii exista 1n
mediu neutru sub formd amfionicd (zwitterionicd). Rezultatele obtinute sunt comparate cu cele
obtinute 1n literatura de specialitate prin studii RMN. Dupd cum se observa acestea diferd in
cazul unor complecsi. Din rezultatele prezentate in tabelul 4.1 se observd ca p-
sulfonatocalix[4]arena formeazd complecsi cu aminoacizii studiati iar complexarea este
favorizatd de contributii entalpice si defavorizata de contributii entropice.

Tabel 4.1. Constantele de stabilitate log K (K in M) si valorile parametrilor termodinamici AH
si TAS pentru complecsii unor aminoacizi cu p — sulfonatocalix[4]arene in solutie apoasa la 25°

C.
Aminoacizi Log K -AH (kJ/mol) TAS (kJ/mol)
L-His 1,8 +£0,02 20,1 +0,3 - 282+24
1’3183 15183 - 26183
L-Pro 3,5+0,1 36,2+0,2 - 285+13
3’1184 30184 _ 25184
L-Tyr 2,9+0,05 31+2,1 - 265+14
2.3 185 27185 . 05i8
L-Ser 1,9+0,1 225+1,3 - 28715
2.08'% 25.4'% o glse
L-Asp 3,3+0,07 305+14 - 25712
2.7'% 30,1'% 04184
L-Tle 3,07 £ 0,04 46,3+ 1,2 - 325+1,6
L-Lys 3,2+0,02 33,712 - 284x21
3,08'% 30,9'% . 3568
L-Arg 3,01 £0,02 31,6 £2,1 - 29,621
3.19'% 30184 . oglse

Cruis= 1,L1 X 10°M ; CLpro= 1,2 x 10°M ; Cppyr = 1,5x 10°M ; Crser = 1,1 x 10°M ;
Clse=1,8%X10°M; CLap=1,3x10"M ; CLyie =2,0x 10°M ; Cp1y = 1,6 X 10°M ;
CLag=1,4%x10°M; CLyi = 1,1 x 10°M ; Ceaing = 1,5 x 10°M.

4.2.3.2 Determinarea constantei de stabilitate si a parametrilor termodinamici ai complecsilor
peptidelor cu p-sulfonatocalix [4]arena in solutie apoasd

Studiul a fost facut 1n solutie apoasa fara solutie tampon. Se observa din rezultatele obtinute ca
este cazul unei complexari favorizate de contributii entalpice. Prin compararea cu rezultatele
obtinute prin alte tehnici, in cazul de fatd cu tehnica RMN, nu se observa diferente semnificative
intre valorile constantelor de stabilitate pentru complecsii studiati.

4.2.3.3 Determinarea constantei de stabilitate si a parametrilor termodinamici ai complecsilor
dipeptidelor cu p-sulfonatocalix[6]arena



posibilitatea formarii atit a complecsilor de incluziune cét si a celor de excluziune. Valorile
entalpiei de reactie sunt mari sugerand formarea unui complex dar mai sunt necesare studii prin
alte tehnici pentru a stabili exact tipurile de interactii prezente in formarea complexului. Ca o
concluzie, p—sulfonatocalix[6]arena formeaza complecsi cu dipeptidele cu valori ale constantelor
de stabilitate cuprinse intre log K = 3,00 (L-Leu-L-Ala) si log K = 3,36 (Gly-L-Ala) dar
receptorul nu prezintd selectivitate fatd de dipeptidele studiate.

4.2.3.4 Determinarea constantei de stabilitate si a parametrilor termodinamici ai complecsilor
unor nucleobaze cu p-sulfonatocalix[4]arena

Folosind titrarea calorimetrici am studiat in continuare posibilitatea formarii
complecsilor Intre p-sulfonatocalix[4]arena si citeva nucleobaze : guanina, citozina si adenina
(fig.4.2). Astfel, o solutie apoasa de p-sulfonatocalix[4]arend (2,0 x 10”M) a fost adaugatd in
mod continuu solutiei de nucleobaza (1,5 x 107 M). Modul de lucru a fost cel descris la punctul
4.2.2.

Tabel 4.2. Constantele de stabilitate log K (K in M) si valorile parametrilor termodinamici AH
si TAS pentru complecsii unor nucleobaze cu p — sulfonatocalix[4]arene in solutie apoasa la 25°

C.

Nucleobaze Log K -AH (kJ/mol) TAS (kJ/mol)
Adenina 2,2+0,02 22,1 +0,1 - 152+24
Citozina 1,5+0,1 18,2+ 0,2 - 11,5+1,3
Guanina 2,1 +£0,03 20,1 +£0,2 - 10,2+ 1,6

Ccalix4 =2,0x10"M Cnucleobaze =15x IO_SM-
4.3 Concluzii

Din rezultatele prezentate se observa ca p-sulfonatocalix[4]arena formeaza complecsi cu
aminoacizii studiati iar complexarea este favorizatd de contributii entalpice si defavorizata de
contributii entropice. Valorile constantelor de stabilitate si ale parametrilor termodinamici
studiati pentru complecsii formati Intre p-sulfonatocalix[4]arena si dipeptide au valori mari
sugerand formarea complexului favorizat de contributii entalpice. Rezultatele obtinute sunt
comparate cu cele obtinute in literatura de specialitate prin alte tehnici, Tn cazul de fata cu
tehnica RMN. De asemenea nu se observa diferente semnificative intre valorile constantelor de
stabilitate pentru complecsii studiati. Din studii 1n stare solidd pentru complexul gazda-oaspete
format de p-sulfonatocalix[4]arena cu histidina s-a constatat cd responsabile sunt legaturile de
hidrogen (N-H...O) formate intre gruparea amino a aminoacidului si gruparile SO5; ale
calixarenei [186].

Ca o concluzie, p-sulfonatocalix[6]arena formeazd complecsi cu dipeptidele cu valori
ale constantelor de stabilitate cuprinse Intre logK = 3,00 (L-Leu-L-Ala) si log K = 3,36 (Gly-L-
Ala) dar receptorul nu prezintd selectivitate fatd de dipeptidele studiate. Deci exista posibilitatea
formarii atdt a complecsilor de incluziune cat si a celor de excluziune. Valorile constantelor de
stabilitate obtinute Tn cazul studiului nucleobazelor au valori mici cuprinse intre log K = 1,1 si
log K = 2,2 pentru citozina si respectiv adenina.
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Capitolul 5. Studiul complexarii unor aminoacizi si dipeptide cu orciclodextrina

5.1 Consideratii generale

5.2 Studiul complecsilor aminoacizilor si dipeptidelor cu a-ciclodextrina prin metoda
calorimetrica

5.2.1. Aparatura si reactivii utilizati

5.2.2. Modul de lucru

5.2.3. Rezultate si discutii

5.2.3.1. Determinarea constantei de stabilitate si a parametrilor termodinamici ai
complecsilor unor aminoacizi si dipeptide cu a-ciclodextrina

Toti aminoacizii §i peptidele studiate (L-leucind, L-izoleucina, L-valind, L-alanina,
glicind, L-fenilalanind, L-triptofan, L-tirozind si peptidele: glicil-leucina, glicil-valina, glicil-
triptofan) formeaza complecsi cu a-ciclodextrina. Dupa cum s-a observat din rezultatele obtinute
complexarea aminoacizilor este caracterizatd de valori mici ale entalpiei de reactie si prin
contributii ale entropiei de reactie. Complexarea dipeptidelor cu a-ciclodextrina este favorizata
de asemenea de entropia de reactie. Ca si Tn cazul aminoacizilor, indepartarea celor doua
molecule de apd din cavitatea o-ciclodextrinei [189] influenteazad entropia de reactie. Valorile
entalpiilor de reactie sunt apropiate de zero.

5.3 Concluzii
Ca o concluzie, reactiile de complexare ale ciclodextrinelor in faza apoasd sunt

caracterizate de valori mici ale entalpiei de reactie, pentru anumiti componenti aproape egale cu
cele ale entropiei de reactie. Se poate mentiona cd reactia de complexare a unor aminoacizi si
dipeptide cu a-ciclodextrina este favorizatd de contributii entalpice si contributii entropice iar in
formarea complecsilor sunt implicate interactiile hidrofobe.

Capitolul 6. Aspecte termodinamice ale complexdrii cucurbit[nJurilului, n = 6,7 cu unele
dipeptide si nucleobaze prin metoda calorimetrica

6.1 Consideratii generale

In ultimii ani familia receptorilor sintetici numiti cucurbit[z]uril cu n = 5-11 a fost si este
din ce in ce mai mult implicata in procese chimice si biologice datorita afinitétii acestor compusi
de a complexa molecule de naturd organica, anorganica si biologicd. Asa cum s-a mentionat Tn
partea de literatura, acesti receptori au cavititi hidrofobe de diferite marimi ceea ce le permite
prinderea diversilor compusi oaspete precum si diferite solubilitdti in apa sau solventi organici.
cucurbit[6]uril si cucurbit[7]uril cu dipeptide si nucleobaze prin tehnici calorimetrice si
rezonantd magnetica nucleara.

6.2 Studiul complecsilor cucurbit [6]urilului (CB[6]) cu dipeptide si nucleobaze

prin titrare calorimetrica
6.2.1 Aparatura si reactivii utilizati
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Dipeptidele si nucleobazele utilizate in experimente: glicil-leucina, glicil-valind, glicil-
triptofan, glicil-alanina, glicil-histidind, adenina, citozina, guanina si uracilul au fost obtinute de
la firma Fluka si au fost de puritate analiticd. Receptorul cucurbit[6]uril (figura 6.2) a fost
sintetizat si purificat in lab. Universitatii Duisburg-Essen. Complexarea dipeptidelor cu CB[6] a
fost studiata in solutie apoasa acida (acid formic 50%) datorita solubilititii mici a ligandului Tn
apa.

ro N,
Fig. 6.2 Cucurbit[6]uril (CB[6])

6.2.2 Modul de lucru

6.2.3 Rezultate si discutii

6.2.3.1 Determinarea constantelor de stabilitate si a parametrilor termodinamici
ai complecsilor cucurbit[6]urilului cu dipeptide in solutie apoasa acida (acid formic
50%)

Se observa ca valorile constantelor de stabilitate sunt aproape identice intre ele si sunt
cuprinse Intre log K = 2,64 (Gly-His) si log K = 2,90 (Gly-Trp). Se presupune ca interactiile
implicate in complecsii formati de cucurbit[6]uril cu dipeptidele studiate sunt interactii de tip ion
dipol formate intre gruparea amino protonatd a dipeptidei §i gruparea carbonil a
cucurbit[6]urilului. De asemenea se observad ca structura diferitelor peptide examinate nu au
influentd asupra valorii constantei de stabilitate. Chiar si entropia de reactie are valori apropiate
pentru toti complecsii studiati. Aceste rezultate pot fi explicate prin formarea complecsilor de
excluziune.

6.2.3.2 Determinarea constantelor de stabilitate §i a parametrilor termodinamici ai
complecsilor cucurbit[6Jurilului cu nucleobaze in solutie aciddi

In tabelul 6.2 sunt prezentate valorile constantelor de stabilitate si a parametrilor
termodinamici, entalpie §i entropie ce caracterizeaza complecsii formati intre CB[6] si cateva
nucleobaze 1n solutie apoasa acida. Rezultatele demonstreaza ca CB[6] formeazd complecsi cu
nucleobazele studiate.

Tabel 6.2. Constantele de stabilitate log K (K in M) si valorile parametrilor termodinamici AH si TAS
pentru complecsii unor nucleobaze cu CB[6] in solutie apoasd apoasd acidd (acid formic 50%) la 25° C.

Nucleobaze Log K (M") -4H (kJ/mol) TAS (kJ/mol)
Adenina 430+0,1 2,88+0,2 21,8+09
Guanina 3,30 £ 0,05 232+06 204 %12
Citozina 2,65 + 0,06 32+04 11,9+1,0
Uracil 2,64 % 0,01 2,57+0,1 12,5+0,8

CCB[6] =5,0x IO_ZM 3 Cadenina = 3,0 X IO_SM 5 Cguanina =2,7x 103M 3 Curacit = 2,8 X 103M
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Constantele de stabilitate sunt cuprinse Intre log K = 2,64 pentru uracil si log K = 4,30 pentru
adenind. In cazul bazelor nucleice studiate se observa valori mici ale entalpiei de reactie iar
complexarea este caracterizata atat de contributii entalpice cat si de contributii entropice.

6.3 Studiul complexarii cucurbit [7]uril (CB[7]) cu unele nucleobaze prin RMN

cu nucleobazele. Cucurbit[7]urilul In comparatie cu cucurbit[6]uril este solubil 1n apa ceea ce 1i
conferd aplicatii interesante in studiul compusilor cu relevanta biologica. Cucurbit[7]uril prezinta
o solubilitate moderatd in api si anume 2,0 x 102 mol/L care este similari cu cea a P-
ciclodextrinei, 1,6 x 107 mol/L. Mai jos sunt prezentate rezultatele obtinute prin studii de
rezonantd magneticd nucleard referitoare la posibilitatea formarii complecsilor lui CB[7] cu
adenina si citozina. Din motive de solubilitate Tn apd, guanina nu a fost Inca studiata.

6.3.1 Aparatura utilizatd

Pentru obtinerea spectrelor 'H- RMN s-a utilizat un spectrometru Spectrometrul Varian
Inova 400 (Institutul de Chimie Organica “C.D. Nenitescu”), operind cu 9,4 Tesla corespunzator
unei frecvente de rezonanti de 300 MHz pentru 'H. Probele au fost studiate in tuburi RMN de 5
mm (Norell 507).

6.3.2 Modul de lucru
O probd de 1 mg (adenind sau citozind) a fost dizolvatd in 650 uL D,0. Probele au fost
sonificate 5 minute pentru degazare si amestecare.

6.3.3 Rezultate si discufii

In figura 6.4 este prezentat spectrul "H- RMN al cucurbit[7]uril in D,O (6 mg CB[7] in
650 uL D,0) iar in figura 6.5 spectrul "H- RMN al adeninei in prezenta CB[7] cu concentratii
diferite. Din spectrul 'H- RMN al adeninei prezentat in fig.6.5 in absenta si in prezenta unor
cantitati crescdtoare de CB[7] se semnaleazd prezenta a doi protoni Hy si Hy ai adeninei. Ei
prezintd o deplasare chimica odata cu cresterea cantitatii de CB[7] de la baza catre partea de sus
a spectrului. Acest lucru sugereaza posibilitatea formdrii unui complex de incluziune adica
adenina poate fi inclusa in cavitatea receptorului CB[7]. Acest aspect evident trebuie corelat si cu
alte tehnici pentru a demonstra formarea complexului. S-au continuat experimentele pentru

Spectrul 'H- RMN al citozinei 1in absenta si in prezenta unor cantititi crescitoare de
CBJ7] este prezentat 1n figura 6.6. Si in cazul spectrului citozinei in absenta §i In prezenta unor
cantitati crescatoare de CB[7] se semnaleaza prezenta a doi protoni Hy si Hy ai citozinei. Acestia
prezintd o deplasare chimica odata cu cresterea cantitatii de CB[7] de la baza catre partea de sus
a spectrului. Acest lucru sugereaza posibilitatea formdrii unui complex de incluziune adica
citozina ar putea fi inclusd in cavitatea receptorului CB[7].

|

VN /\/k e o N

Fig.6.4 Spectrul RMN al cucurbit[7 Juril in D,O
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Fig.6.5 Spectrul 'H-NMR al adeninei in absenta (a) si in prezenta a 0.2 echiv. (b), 0,4 echiv (c),
0,6 echiv (d), 0,8 echiv (e), 1,0 echiv (f) si 2,0 echiv (g) a CB[7] in D,O
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Fig.6.6 Spectrul 'H-NMR al citozinei in absenta (a) si in prezenta a 0.2 echiv. (b), 0,4 echiv (c),
0,6 echiv (d), 0,8 echiv (e), 1,0 echiv (f) si 2,0 echiv (g) a CB[7] in D,O
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6.4 Studiul UV-Vis al complecsilor nucleobazelor cu CB[7]
Bazandu-ne pe rezultatele obtinute prin studii RMN privind posibilitatea formarii unui complex
de incluziune sau excluziune intre CB[7] si adenind sau citozind s-a studiat in continuare
comportamentul spectrofotometric al nucleobazelor 1n prezenta cucurbit[ 7]urilului.
6.4.1 Aparatura utilizatd
Pentru citirea absorbantelor s-a folosit spectrofotometrul UV-Vis Jasco V-530 iar pH-ul
solutiilor de aminoacizi s-a masurat cu un pH-metru Pracitronic MV-870 cu electrod de sticla si
electrod de calomel.
6.4.2 Modul de lucru

S-au céntdrit la balanta analiticd cantitatile necesare de adenind, citozind si CB[7]. Astfel s-au
preparat solutii apoase de CB[7] cu concentratii crescatoare cuprinse intre 2,0 x 10°M -1,0x
10° M, solutie de adenina 1,0 x 10* M, solutie apoasa de citozina de concentratie 1,0 x 10° M.
Adenina absoarbe in domeniul ultraviolet la A = 256 nm, iar citozina la A = 265 nm. CB[7] nu
absoarbe in domeniul ultraviolet.
6.4.3 Rezultate si discufii

In figura 6.7 este prezentat spectrul UV-Vis al adeninei in absenta si in prezenta
diferitelor concentratii crescatoare de CB[7]. Din spectrele UV-Vis se observd o sciadere a
absorbtiei adeninei in functie de cresterea cantitatii de CB[7] (2,0 x 10% - 7,0 x 10 M). Din
reprezentarea graficad a absorbantei in functie de concentratia cucurbit[7]urilului se obtine o
dreapta. Coreland rezultatele obtinute prin spectrometrie in UV-Vis cu cele obtinute prin RMN
se poate spune ca este posibila formarea unui complex de incluziune al CB[7] cu adenina.

Acelasi experiment a fost efectuat si pentru citozina. Astfel n figura 6.8 este prezentat
spectrul UV-Vis al citozinei in absenta si in prezenta diferitelor concentratii crescatoare de
CBJ[7]. La fel ca si in cazul adeninei din spectrele UV-Vis se observa o scadere a absorbtiei
citozinei in functie de cresterea cantitdtii de CB[7]. Totusi apar unele diferente. Astfel pe masura
ce creste concentratia de CB[7] peste 6,0 x 10*M se observi deplasarea maximumului de
absorbtie al citozinei de la 265 nm cum era initial catre 271,5 nm. Deci, In cazul citozinei
scaderea absorbtiei acesteia in prezenta CB[7] este liniard in domeniul de concentratie 2,0 x 10™-
5,0 x 10™M iar peste aceastd concentratic a receptorului probabil se formeazi alt tip de
complecsi.

Coreland rezultatele obtinute prin spectrometrie in UV-Vis cu cele obtinute prin RMN se
poate spune ca este posibild formarea unui complex de incluziune al CB[7] cu citozina
respectand conditiile de concentratie ale receptorului.

1.4

Abs
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220 240 260 280 300 310
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Fig. 6.7 Spectrul UV-Vis al adeninei in solutie apoasa in prezenta unor cantitdti crescatoare de CB[7]
(2,0x10*-7,0x 10°M) ; ). = 256 nm.




Fig. 6.8 Spectrul UV-Vis al citozinei in apd in prezenta unor cantitati crescatoare de

CB[7]( 2,0 x 107*- 9,0 x 10°M); } = 265 nm.

6.5 Concluzii

Valorile constantelor de stabilitate Tn cazul complexarii lui CB[6] cu dipeptidele sunt
aproape identice 1ntre ele si sunt cuprinse Intre log K = 2,64 (Gly-His) si log K = 2,90 (Gly-Trp).
De asemenea, interactiile implicate in complecsii formati de cucurbit[6]uril cu dipeptidele
studiate se sugereaza a fi interactii de tip ion dipol Intre gruparea amino protonatd a dipeptidei si
gruparea carbonil a cucurbit[6]urilului. In cazul nucleobazelor studiate cu CB[6] se observa
valori mici ale entalpiei de reactie iar complexarea este caracterizatd atat de contributii entalpice
cat si de contributii entropice.

Din spectrul 'H- RMN al adeninei prezentat in absenta si in prezenta unor cantitati
crescatoare de CB[7] s-a semnalat deplasarea chimica a celor doi protoni Hy si Hy ai adeninei
odatd cu cresterea cantitdtii de CB[7] de la baza catre partea de sus a spectrului. Acest lucru
sugereazd posibilitatea formdrii unui complex de incluziune adicd adenina poate fi inclusa in
cavitatea receptorului CB[7].

Coreland rezultatele obtinute prin RMN cu cele obtinute prin spectrometrie in UV-Vis se
poate spune ca este posibild formarea unui complex de incluziune al CB[7] cu adenina. La fel ca
si in cazul adeninei din spectrele UV-Vis se observa o scadere a absorbtiei citozinei in functie de
cresterea cantitatii de CB[7] dar cu unele diferente sugerdndu-se posibilitatea formarii si a altor
tipuri de complecsi. Astfel prin rezultatele obtinute prin spectrometrie In UV-Vis si cu cele
obtinute prin RMN se poate spune ca este posibila formarea unui complex de incluziune al
CB[7] cu citozina respectand conditiile de concentratie ale receptorului.

Il. Aspecte privind posibilitdtile de separare ale aminoacizilor nativi si metilesteri utilizand f-
ciclodextrina functionalizata

Capitolul 7. Extractia si transportul aminoacizilor nativi si metilesteri utilizand f-
ciclodextrina functionalizati

(2,3,6-tri-O-acetil)-B-ciclodextrind (fig.7.1) ca extractant al unor aminoacizi din faza apoasa in
faza organicd si ca transportor prin membrane lichide 1n scopul separdrii unor aminoacizi
aromatici in stare nativa sau metilesteri (190, 191).
7.1. Consideratii generale
7.2 Studiul extractiei aminoacizilor nativi si metilesteri utilizind p-ciclodextrina
functionalizata
7.2.1 Echilibre de repartitie in extractia lichid-lichid
Este binecunoscut ca in functie de pH, aminoacizii pot fi transferati in solutie apoasa in

forma protonatd R— NH; conform echilibrului:

R-NH, +H,0" & R—NH; + HOH

(7.1)
caracterizat de constanta de aciditate K,
_ [R—NH,][H,0"]
¢ [R - NH;—] (72)

Aceastd forma cationicd a aminoacidului, existd Tn solutie la un pH dependent de valoarea
constantei K, si poate fi complexatd de receptorii macrociclici neutri pe baza echilibrului:
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R-NH; +L & R-NH!L (7.3)

caracterizat de constanta de stabilitate B;:
P ~ NH;L]
' [R-NH;][L]

[R— NH; L] - concentratia complexului dupa extractie (mol/L);

(7.4)

[R— NH;] - concentratia aminoacidului in faza apoasa Tnainte de extractie (mol/L);
[L] - concentratia ligandului in faza organica (mol/L).
Complexul cationic format se poate extrage din apd Intr-un solvent organic sub forma
unei perechi de ioni, daca anionul A" va avea dimensiunea si structura compatibild cu ligandul.

In acest caz complexul format va fi de forma (R — NH; LA™) conform echilibrului:

(R-NH;A™),+(L),, © (R-NH;LA"),,, (7.5)
cu constanta de extractie K, :
R—-NH;LA™
= [ 2 Jor (7.6)

K(DC
[R-NH;A1,[L]

in care: w — faza apoasa a sistemului
org — faza organicd

org

[R— NH; LA™ ]- reprezintd concentratia complexului (mol/L);

[R—NH;A"] - reprezintd concentratia aminoacidului sub forma de pereche de
ioni;
[L]- concentratia ligandului (mol/L);

Anionul A" poate fi baza conjugatd a unui acid organic HA si se formeaza 1n solutie pe
baza echilibrului:

HA+H,0 < H,O"+ A" (7.7)

caracterizat de constanta de aciditate K :
. [H,O"][A”
k' - [H07IA] a8
[HA]
Constanta de aciditate K, va determina domeniul pH-ului in care predomini anionul A"
in solutie. In baza echilibrului, ligandul macrociclic L se va repartiza intre cele doua faze lichide
ale sistemului, fiind caracterizat de constanta de repartitie K, :

), <L), (7.9)
Constanta de repartitie K, :
L],,
) _ L, (7.10)
[L],,

Se poate astfel determina echilibrul global al extractiei perechii de ioni pe baza

echilibrelor individuale prezentate 1n relatiile de mai sus:
(R-NH;),+(A"), +(),, < (R-NH,LA),,, (7.11)

org

Avand constanta globala de extractie Key:
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=R VLAl (7.12)
[R—NH],[A],[L]

Deoarece valorile constantelor care implicd specii incarcat in solventul organic sunt
foarte mici, echilibrul semnificativ al extractiei se defineste astfel:
(RNH;L), +(A7), < (RNH,LA)

org

org (7.13)
cu constanta de extractie K', :
[RNH,LA],,,
“ [RNH;L],[A"], (7.14)

Raportul de distributie al aminoacidului in sistem apa-solvent

Se defineste raportul de distributie (D) al aminoacidului Intre cele doua faze (org) si (w)

ca fiind raportul dintre concentratia aminoacidului la echilibru in faza organica si In faza apoasa :
[R-NH,LA],,,

" [R-NH,], +[R-NH[],

(7.15)

stabilitatii complexului format intre ligand si aminoacid 1n faza organica.

7.2. 2 Conditii experimentale
7.2.2.1. Reactivi utilizati

Toti aminoacizii utilizati (fig. 7.1): L-, D-fenilalanina, L-, D-triptofan, L-,D-tirozina, L-
,D-triptofan metilester (L-TrpOMe, D-TrpOMe), L-, D-fenilalanina metilester (L-PheOMe, D-
PheOMe) si L-, D-tirozina metilester (L-TyrOMe, D-TyrOMe) au fost de puritate > 98% si de
provenienta Fluka. Receptorul heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)-p-ciclodextrind a fost obtinut de la
firma Ciclolab (Ungaria) si a fost utilizat fara purificare prealabila. A fost folosita apa distilata
(Millipore). Cloroformul ( Merck) a fost saturat cu apa distilata.

o) 0 0
|
WOH WOH /©/\’/‘\OH
NH
NH2 NH 2 HO NH2

fenilalanina triptofan tirozind
0 (o] o}
OCH, OCH, OCH
1 D + - e 3
. NH;, ClI NH, Cl - NH, CI
triptofan metilester fenilalanind metilester tirozina metilester

Fig. 7.1 Aminoacizii utilizati in experimente
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I Y Heptakis(2,3,6-tri-O-acetil)-B-ciclodextrind
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Fig. 7.2 p-ciclodextrina functionalizata utilizatd in experimente.

Pentru masuratorile spectrofotometrice s-a folosit spectroforometru UV-Vis, JASCO V-530.
7.2.2.2 Modul de lucru
Extractia lichid-lichid

Pentru extractia lichid-lichid a aminoacizilor nativi si derivatizati s-au preparat solutii
stoc de aminoacizi Tn apd saturatd cu cloroform de concentratii curpinse ntre 2,5 x 10 §i 5,0 x
10°*M si heptakis (2,3,6-tri-O-acetil) - p-ciclodextrina in cloroform saturat cu apa, de
concentratie 1,0 x 10°M folosind baloane cotate de 25 sau 50 ml. Extractia aminoacizilor din
faza apoasd in faza organicad s-a realizat in palnii de separare.

S-au luat volume egale (10 mL) de solutie apoasda de aminoacid n formd nativa sau
metilester la pH = 5,5 (NaOAc/HAc) si solutie de heptakis (2,3,6-tri-O-acetil) - B-ciclodextrina
in cloroform (10 mL) si s-au agitat 30 minute la T = 25°C. pH-ul fazei apoase a fost ajustat cu
HCI. Absorbantele aminoacizilor aromatici au fost citite la spectrofotometru la lungimile de unda
A =278 nm (L-Trp si L-TrpOMe), A = 258 nm (L-Phe si L-PheOMe) si A = 274 nm (L-Tyr si L-
TyrOMe). Extractia procentuald a fost calculata cu ajutorul formulei lui Pedersen[192]:

A —A

E% = x100 (7.20)

0

In care: A,- absorbanta fazei apoase inainte de extractie;
A - absorbanta fazei apoase dupa extractie;
sau considerand concentratiile solutiilor, expresia de mai sus, poate fi scrisa:
E% =[(C,—-C)/C,]1x100 (7.21)
in care: C,si C sunt concentratiile initiale si finale, Tnainte si dupa extractie. Fiecare experiment

a fost repetat de 5 ori.

7.3 Rezultate si discutii

7.3.1 Extractia aminoacizilor nativi : L-Trp, L-Phe si L-Tyr

Rezultatele experimentale demonstreaza cd pH-ul optim al solutiei de aminoacid n
procesul de extractie este 5,5. De asemenea, s-a stabilit ca timpul optim de agitare al fazelor
pentru toti aminoacizi luati in studiu este de 30 de minute. Asa cum s-a mentionat mai sus,
aminoacizii aromatici nativi si derivati (L-Trp, L-TrpOMe, L-Phe, L-PheOMe, L-Tyr, L-
TyrOMe) au fost extrasi din faza apoasd la un pH = 5,5 (NaOAc/HAc) intr-o fazd organica
folosind ca extractant receptorul chiral heptakis (2,3,6-tri-O-acetil) - B-ciclodextrina cu o
concentratie 1,0 x 10° M, in cloroform. Modul de lucru este aseminitor cu cel descris la cap.
7.2.2.2. Extractia procentuald s-a calculat conform relatiei (7.20). Absorbantele fazelor apoase
inainte si dupd extractie au fost citite spectrofotometric la Spectrofotometrul UV-Vis Jasco V-
530. Valorile extractiei procentuale obtinute pentru L-Trp, L-Phe, si L-Tyr au fost 17,5%, 15,3%
si 8%. In acest caz extractantul, heptakis (2,3,6-tri-O-acetil) - B-ciclodextrina, nu manifesta o
afinitate mare pentru aminoacizii Tn forma nativa.

7.3.2 Extractia aminoacizilor metilesteri : L-TrpOMe, L-PheOMe si L-TyrOMe

In cazul extractiei aminoacizilor metilesteri, L-TrpOMe, L-PheOMe si L-TyrOMe cu
receptorul chiral heptakis (2,3,6-tri-O-acetil) - B-ciclodextrina in conditiile mentionate la cap.
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7.2.2.2, valorile extractiei procentuale calculate conform relatiei (7.20) pentru L-TrpOMe, L-
PheOMe si L-TyrOMe au fost: 50,2%, 35,1% si 17%. Spre deosebire de valorile extractiei
procentuale obtinute pentru aminoacizii nativi in acest caz valorile sunt mult mai mari. Deci,
heptakis (2,3,6-tri-O-acetil) - B-ciclodextrina manifestd o afinitate mai mare pentru aminoacizii

metilesteri.

Spectrele UV-Vis obtinute Tn urma extractiei aminoacizilor metilesteri cu B-ciclodextrina

functionalizata sunt prezentate in figura 7.6.
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(L-TrpOMe A=278 nm; L-PheOMe A=258 nm; L-TyrOMe A=274 nm)

Fig. 7.6. Spectrele UV-Vis obtinute in procesul de extractie al aminoacizilor metilesteri cu [5-
ciclodextrina functionalizata

Rezultatele obtinute in cazul extractiei aminoacizilor aromatici nativi $i metilesteri cu receptorul
chiral heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)--ciclodextrina sunt prezentate in tabelul 7.1, iar reprezentarea

cloroform cu ciclodextrina modificata este prezentata in figura 7.7.

Tabelul 7.1 Extractia procentuald a aminoacizilor aromatici nativi si
metilesteri cu heptakis (2,3,6-tri-O-acetil) - p-ciclodextrina

Aminoacid Randament de RDS

extractie (%)
L-TrpOMe 2,5x 10° M 50,2 2,5
L-Trp 5x10°M 17,5 1,3
L-PheOMe 2,5x 10°M 35,1 2,1
L-Phe 5x 10° M 15,3 1,2
L-TyrOMe 2,5x 10°M 17,0 1,3
L-Tyr 5x 10°M 8,0 0,9
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Din tabelul 7.1, se observa ca aminoacidul L-TrpOMe este extras de B-ciclodextrina
functionalizatd cu un randament de de 50,2 % . Urmeaza extractia aminoacidului L-PheOMe
(35,1 %) si apoi L-TyrOMe cu un procent de 17,0 % . Valori mici ale randamentului de extractie
au fost obtinute pentru aminoacizii nativi dupd cum urmeaza: L-TrpOMe > L-PheOMe > L-
TyrOMe. Acelasi aspect se poate observa si in cazul extractiei D-aminoacizilor aromatici nativi
si metilesteri privind valorile randamentelor de extractie ale aminoacizilor in forma L obtinute in
aceleasi conditii folosind ca extractant heptakis (2,3,6-tri-O-acetil) - B-ciclodextrina.

In tabelul 7.2 sunt prezentate valorile concentratiilor aminoacizilor aromatici nativi §i metilesteri
in forma L si D extrasi cu B-ciclodextrina functionalizata.

Tabel 7.2 Valorile concentratiilor molare §i a randamentelor de extractie pentru aminoacizii

studiati cu -CD
Aminoacid Concentratie Concentratie L- | (%) Concentratie D- | 1, (%)

initiala aminoacid aminoacid

Mx10™* extras extras

Mx10™* Mx10™*

TrpOMe 2,5 1,26 50,2 1,22 48,9
Trp 5,0 0,88 17,5 0,48 9,5
PheOMe 2,5 0,88 35,1 0,80 32
Phe 5,0 0,77 15,3 0,68 13,5
TyrOMe 2,5 0,43 17 0,37 15
Tyr 5,0 0,40 8 0,45 9

apoasa in cloroform cu [-ciclodextrina functionalizata.
7.3.3 Relatia intre extractibilitatea aminoacizilor aromatici si hidrofobicitatea lor

Din figura 7.9. in care este reprezentatd relatia intre extractia procentuald a aminoacizilor
aromatici studiati si hidrofobicitatea lor se observd o corelatie intre acestea §i anume,
aminoacizii cu hidrofobicitate mai mare sunt extrasi cu randamente mai mari. Astfel L-Trp (-
1,16) > L-PheOMe (- 1,45) > L-TyrOMe (- 2,11).
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Fig. 7.9 Relatia intre extractibilitatea si hidrofobicitatea aminoacizilor (-Log P""),
L-TrpOMe (-1,16); L-PheOMe (-1,45); L-TyrOMe (-2,11).

7.3.4. Determinarea constantelor de extractie ale aminoacizilor studiati cu B-ciclodextrina
functionalizata
7.3.4.1. Determinarea coeficientului de extinctie £

7.3.4.2. Determinarea constantelor de extractie K,

Pentru determinarea constantelor de extractie, s-au efectuat extractii la pH = 5,5
(NaOAc/HAc) mentinandu-se concentratia aminoacidului constantd si variind concentratia -
ciclodextrinei functionalizate. Masurdnd absorbtia si cunoscand coeficientul de extinctie s-a
calculat concentratia de RNH;L 1n faza organica si s-au putut calcula concentratiile la echilibru,
aspect ce a permis calculul constantelor de extractie Kex.

Constanta de extractie este reprezentata prin urmatoarea relatie:

_ [R—-NH;L],
“ " [R-NH;1,[L],

in care: [R—NH; L], - concentratia complexului dupa extractie (mol/L);

(7.25)

[R—NH/], - concentratia aminoacidului in faza apoasa (mol/L);

[L], - concentratia B-ciclodextrinei functionalizate in faza
organicd (mol/L);
Pentru fiecare aminoacid in parte, s-au determinat trei constante de extractie pentru concentratii
diferite de PB-ciclodextrind functionalizata si s-a prezentat o medie a acestora. Valorile
constantelor de extractie obtinute sunt prezentate in tabelul 7.3.

Tabelul 7.3. Constantele de extractie ale aminoacizilor aromatici
nativi si metilesteri cu f-ciclodextrina functionalizata

£
Aminoacid (L/mol-cm) Log K.
L-TrpOMe 5427 3,50+ 0,06
L-Trp 3274 2,07+ 0,10
L-PheOMe 4780 2,94+ 0,08
L-Phe 2750 1,70+ 0,09
L-TyrOMe 2573 1,50 £ 0,07
L-Tyr 2428 -

C aminoacia = 3,0x 10° =5,0x 10* M; C p.cp = 1.0 x 107 — 1.0 x 10” M (in cloroform);
pH = 5,5 (NaOAc/HAc), T = 25° C.

Valorile constantelor de extractie ale aminoacizilor aromatici metilesteri (L-TrpOMe, L-
PheOMe, L-TyrOMe) sunt mai mari decat cele ale aminoacizilor aromatici nativi (L-Trp, L-Phe,
L-Tyr) asa cum se observa din tabelul 7.3. Se observa de asemenea ca valorile constantelor de
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extractie depind de hidrofobicitatea aminoacidului luat in studiu. Astfel L-TrpOMe fiind cel mai
hidrofob dintre aminoacizi studiati are valoarea constantei de extractie cea mai mare ( Log Kex =
3,50). Pentru tirozina, in forma metilatd valoarea constantei de extractie (Log K.x = 1,50) este
micd iar pentru tirozina n forma nativd nu se poate calcula constanta de extractie Tn conditiile
mentionate in studiu. Deci atdt structura ligandului folosit ca extractant céat §i structura
aminoacidului influenteaza determinarea constantelor de extractie.

7.4 Studiul transportului aminoacizilor nativi si metilesteri utiliziand p-ciclodextrina
functionalizata

Studiul selectivitatii i transportului aminoacizilor prin membrane lichide este important
pentru separarea si concentrarea aminoacizilor si pentru Intelegerea procesului de transport al
aminoacizilor printr-o membrana celulard. Dezvoltarea chimiei supramoleculare, sinteza de noi
transportori macrociclici constituie o etapd de referintad in dezvoltarea transportului facilitat al
aminoacizilor.

Chiralitatea este o trasaturd fundamentald a tuturor organismelor vii, atdt la nivel
molecular cat si la scard macroscopica. Preferinta extraordinara a organismelor vii doar pentru
unul dintre cei doi enantiomeri, denumitd homochiralitate este un fenomen complex si
enigmatic, Incd neanteles pe deplin. Majoritatea moleculelor implicate in structura sistemelor vii
sunt molecule optic active iar procesele biochimice adesea prefera un enantiomer sau altul.
Intelegerea principiilor moleculare care stau la baza mecanismelor care guverneaza
recunoasterea chirald constituie un subiect de varf in cercetarea stiintificd atat nationala cat si
internationald [1]. Pentru enantiomeri s-au observat diferente mari in actiunea lor biologica, in
special pentru produsii farmaceutici sau aditivii alimentari. In functie de chiralitatea lor acesti
compusi manifestd o activitate sau functionalitate specificd. Separarea enantiomerilor este un
aspect important Tn studiul compusilor optic activi in special 1n industria medicamentelor. Prin
utilizarea receptorilor macrociclici chirali acest lucru este posibil.

In acest subcapitol sunt prezentate rezultatele cercetdrii privind transportul prin
membrana lichida a unor aminoacizii in forma L- §i D- utilizdnd ca transportor un receptor
celor doi enantiomeri (191).

7.4.1 Conditii experimentale
7.4.1.1 Reactivi utilizati in procesul de transport

Toti aminoacizii utilizati (fig. 7.1): L-fenilalanina, L-triptofan, L-tirozina, L-triptofan
metilester (L-TrpOMe), L-fenilalanina metilester (L-PheOMe) si L-tirozina metilester (L-
TyrOMe) au fost de puritate > 98% si de provenienta Fluka. Receptorul heptakis (2,3,6-tri-O-
acetil)-p-ciclodextrina (figura 7.2) a fost obtinut de la firma Ciclolab (Ungaria) si a fost utilizat
fara purificare prealabild. A fost folosita apa distilatd (Millipore). Cloroformul ( Merck) a fost
saturat cu apa distilata.
7.4.1.2 Dispozitive utilizate in procesul de transport

Dispozitivele utilizate Tn experimentele de transport al aminoacizilor aromatici nativi si
metilesteri dintr-o fazd apoasd sursd intr-o fazd apoasa receptoare folosind ca transportor,
receptorul heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)-B-ciclodextrind 1n cloroform sunt prezentate in figura
7.10. Este folosit un dispozitiv format din doua tuburi concentrice §i un tub in forma de U..
7.4.1.3 Modul de lucru
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Experimentele privind transportul prin membrana lichida de cloroform s-au efectuat intr-
un dispozitiv de tip tub in tub: tubul din interior contine faza sursa, 5 mL aminoacid in solutie
apoasa de concentratie 5,0 x 10* M si actioneaza §i ca agitator pentru faza receptoare §i cea
membranarda. In tubul exterior se gaseste faza receptoare, 5 mL solutie apoasa, pH = 1,5,
impreund cu faza membranara, 35 mL solutie cloroformica heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)-f-
ciclodextrind de concentratie 1,0 x 10° M. Viteza de rotatie utilizatd 1n timpul experimentelor de
transport a fost de aproximativ 180 rot/min iar timpul de transport a fost de 24 de ore.
Temperatura de lucru a fost 25 + 1°C. Experimente de transport similare au fost efectuate fara
utilizarea transportorului pentru studii de referinta.

Concentratia aminoacidului 1n cele doua faze apoase (sursd si receptoare) s-a determinat
spectrofotometric prin citirea absorbantelor la spectrofotometrul UV-Vis Jasco V-530. Apa
distilatd si cloroformul au fost saturate, una cu cealaltd, inainte de transport iar pH-ul solutiei
apoase s-a masurat cu un pH-metru Pracitronic MV-870 cu electrod de sticla si electrod saturat
de calomel si a fost ajustat cu solutie de HCI. Fiecare experiment a fost repetat de trei ori.
Randamentul de transport s-a determinat astfel:

A
T % =—x100 (7.26)

0
unde: A, - absorbanta fazei apoase din faza receptoare, dupa transport;
A, - absorbanta fazei apoase initiale din faza sursa, Tnainte de transport.
7.4.2 Rezultate si discutii
7.4.2.1 Transportul L -aminoacizilor aromatici nativi gi metilesteri utilizind p-

ciclodextrina functionalizatd
7.4.2.1.1 Etapele care stau la baza transportului prin membrane lichide

In general exista trei etape care caracterizeazd transportul prin membranele lichide. In
cazul de fatd acestea sunt: extractia aminoacidului (complexarea) la interfata fazd sursa-faza
membrana, transportul aminoacidului prin membrana (difuzie) si decomplexarea la interfata faza
membrana-faza receptoare.
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Fig.7.10 Dispozitive utilizate pentru transportul aminoacizilor
prin membrane.
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1. Extractia aminoacidului din faza apoasa in faza organicd (membrand)

Aminoacidul in faza sursa prin difuzie ajunge la interfata fazd sursd-fazd membranara unde
intdlneste receptorul din faza membranard formandu-se complexul: aminoacid-receptor conform
echilibrului de mai jos:

(R-NHJ), + £,, © (R-NH,L),, (7.27)
cu constanta de extractie, K,,:

R—-NH.L
K, = [ o Lo (7.28)

[R-NH{1,-[L]
2. Transportul aminoacidului prin membrana lichida
Aminoacidul prezent in membrana lichidd sub forma unui complex receptor-aminoacid, este
transportat prin difuzie citre interfata cu faza receptoare apoasd conform urmaétorului echilibru:

(R-NH,L), < (R—NH,L) (7.29)

org

org

3. Decomplexarea aminoacidului in faza receptoare.

La interfata membrand-faza receptoare, complexul se desface datoritd conditiilor create in faza

receptoare (pH = 1,5) si astfel aminoacidul trece in faza receptoare iar receptorul se intoarce prin
difuzie catre interfata cu faza sursa:

(R-NH,LA), K < (R—-NH,), +(L)

7.4.2.1.2 Transportul L -aminoacizilor aromatici nativi §i metilesteri
Spectrele UV-Vis obtinute Tn urma extractiei aminoacizilor metilesteri cu B-ciclodextrina
modificatd sunt prezentate In figura 7.12.

(7.30)
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Fig. 7.12 Spectrele UV-Vis obtinute in procesul de transport al
aminoacizilor L-aromatici metilesteri cu p-ciclodextrina modificatd
() spectrele UV-Vis ale aminoacizilor Tnainte de transport ;
(___ ) spectrele UV-Vis ale aminoacizilor in faza receptoare dupa transport;
( _ _ _) spectrele UV-Vis ale aminoacizilor in faza sursa dupa transport.
(L-TrpOMe A=278 nm; L-PheOMe A=258 nm; L-TyrOMe A=274 nm)

Rezultatele obtinute in urma transportului L-aminoacizilor aromatici nativi §i metilesteri
dintr-o fazd apoasd sursd intr-o fazad apoasd receptoare folosind ca transportor, receptorul
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heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)-B-ciclodextrind in cloroform sunt prezentate in figura 7.16. Ca si n
cazul extractiei aminoacizilor, heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)-B-ciclodextrina ca transportor prin
membrana lichidd manifestd o afinitate mai mare pentru L-TrpOMe. De aici un randament de
transport mai mare pentru acest aminoacid. Secventa transportului prin membrana lichida este
urmatoarea: L-TrpOMe > L-PheOMe > L-TyrOMe cu randamente intre 20% pentru L-TyrOMe
si 96 % pentru L-TrpOMe. Determinarea cantitdtii de aminoacid transportate din faza sursa in
faza receptoare utilizdind P-ciclodextrina functionalizatd ca transportor s-a realizat prin
masuratori spectrofotometrice la lungimea de unda specificd fiecarui aminoacid. S-au citit
absorbantele aminoacidului prezent in faza sursd, faza membranard si faza receptoare. Se
cunoaste faptul cd B-ciclodextrina functionalizatd nu prezintd absorbtie in domeniul ultraviolet de
absorbtie al aminoacidului.

7.4.2.1.3 Relatia intre transportul aminoacizilor aromatici si hidrofobicitatea lor
Ca si in cazul extractiei si Tn procesul de transport se constatd dependenta randamentului

de transport al aminoacizilor de hidrofobicitatea acestora (figura 7.14) si anume, aminoacizii cu
hidrofobicitate mai mare sunt extrasi cu randamente mai mari.
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Fig.7.14 Relatia intre randamentul de transport si hidrofobicitatea aminoacizilor (-Log P
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7.4.2.2 Transportul D -aminoacizilor aromatici nativi gi metilesteri utilizind pf-
ciclodextrina functionalizatd

Rezultatele obtinute in urma transportului D-aminoacizilor aromatici nativi si metilesteri
dintr-o fazd apoasd sursd intr-o fazad apoasd receptoare folosind ca transportor, receptorul
heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)-f-ciclodextrind  in cloroform sunt prezentate in figura 7.13.
Secventa transportului prin membrana lichida este la fel ca Tn cazul L-aminoacizilor dar cu alte
valori pentru unii D-aminoacizi urmaitoarea: D-TrpOMe > D-PheOMe > D-TyrOMe cu
randamente Tntre 22% pentru L-TyrOMe si 85 % pentru L-TrpOMe. Pentru D-aminoacizii nativi
secventa este D-Trp > D-Tyr > D-Phe cu valori intre 8% D-Phe si 10% pentru D-Trp. Se observa
diferente in cazul L-TrpOMe si D- TrpOMe, L-PheOMe si D- PheOMe si de asemenea pentru
L-TyrOMe si D- TyrOMe. Raportul o = 1 /np reprezentand randamentele de transport ale celor
doi enantiomeri L- si D-aminoacid este prezentat in Tabelul 7.4.
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Tabel 7.4 Raportul randamentelor de transport ale celor doud forme L i D ale
aminoacizilor studiati

Aminoacid . (%) | np (%) ar
[130]
TrpOMe 96 80 1,20 (L)
Trp 12 10 1,20 (L)
PheOMe 87 75 1,16 (L)
Phe 11 8 138 (L)
TyrOMe 20 25 1,25 (D)
Tyr 9 9 1,00 (L)
100
_ 80
=
£ 60
o
o
2 40
o
l_
20
0
TrpOMe

Fig. 7.13 Randamentele de transport ale celor doud forme L- si D-aminoacid aromatic prin membrana lichida cu
heptakis (2, 3, 6-tri-O-acetil)-f-ciclodextrina la pH = 5.5, T = 25° C.
Faza sursd apoasa (5 mL): ¢1.p-aminoacia = 3 X 1 0 M: pH = 5,5 (NaOAc/HAc)
Membrana (35 mL): Cransporior = 1 X 10° M in cloroform;
Faza receptoare (5 mL): apa distilata (pH = 1,5; HCI 0,5N)

Dupa cum se vede din Tabelul 7.4 si figura 7.13 randamentul de transport al L-TrpOMe
este mai mare decit al D-TrpOMe. La fel si in cazul L-PheOMe comparativ cu D-PheOMe.
Comparativ cu cei doi aminoacizi, randamentul de transport al L-TyrOMe este mai mic decat al
D-TyrOMe. In concluzie, in studiile de transport realizate forma L a aminoacizilor studiati
prezintd un randament de transport mai mare decat cel al formei D, exceptie facidnd D- TyrOMe
care are un randament mai mare decit L-TyrOMe. In tabelul 7.5 sunt prezentate valorile
concentratiilor molare pentru aminoacizii studiati. Pentru aprofundarea studiului separarii celor
doi enantiomeri L si D ai aminoacizilor utilizati In capitolul 8 sunt prezentate experimentele
realizate folosind dicroismul circular.

Tabel 7.5 Valorile concentratiilor molare §i ale randamentelor de transport pentru
aminoacizii studiafi cu f-CD.
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Aminoacid Concentratie Concentratie nL (%) | Concentratie 1ip (%)
aminoacid L-aminoacid D-aminoacid
Mx10™* transportat transportat
Mx10™ [130] Mx10™
TrpOMe 5,0 4.8 96 4,00 80
Trp 5,0 0,60 12 0,05 10
PheOMe 5,0 4,35 87 3,75 75
Phe 5,0 0,55 11 0,40 8
TyrOMe 5,0 1,00 20 1,25 25
Tyr 5,0 0,45 9 0,45 9

7.4.2.3 Mecanisme de transport prin membrana lichida

Transportul aminoacizilor aromatici nativi si metilesteri studiati cu heptakis (2,3,6-tri-O-
acetil)-p-ciclodextrind ca transportor printr-o membrana lichidd de cloroform este un transport
activ realizat pe baza unui gradient de pH intre faza sursa si faza receptoare.

Modelul de mecanism de transport activ in cazul experimentelor studiate este prezentat in
figura 7.15

Membrana Faza receptoare
Interfata Interfata

(s) (r)

Faza sursa

R—NH;—>

R—NH3+ —

( Faza apoasa )
pH = 1,5 (HCI)

( Faza organica )
cloroform

( Faza apoasa )
pH =5,5

Fig. 7.15 Transport activ sub actiunea gradientului de pH[106].

La interfata faza sursa/fazd membranara are loc un proces de complexare Intre receptorul prezent
in faza membranara si compusul de interes din faza apoasa sursa (pH = 5,5). Acest complex este
extras in faza membranara (deci un proces de extractie) si printr-un proces de difuzie ajunge la
interfata cu faza receptoare. Aici datorita conditiilor realizate in aceastd faza (pH = 1,5) are loc
procesul de decomplexare (re-extractie). Astfel, aminoacidul eliberat din complex trece in faza
apoasd receptoare iar ligandul se reintoarce la interfata cu faza sursa printr-un proces de difuzie
si astfel procesul continud.

De remarcat este faptul ca in cazul compusului chiral heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)--
ciclodextrind ca transportor printr-o membrand lichidd nu este nevoie de un anion pentru
formarea unei perechi de ioni intre aminoacid-receptor-anion pentru transportul aminoacidului
caz intalnit frecvent pentru alti receptori.

7.5 Concluzii
Din rezultatele transportului prin membrana lichida de cloroform a celor doud forme L- si

D-aminoacid utilizdnd heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)-B-ciclodextrind s-au observat diferente n
cazul L-TrpOMe si D- TrpOMe, L-PheOMe si D- PheOMe si de asemenea pentru L-TyrOMe si
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D- TyrOMe. Din raportul o = n/Mp reprezentdnd randamentele de transport ale celor doi
enantiomeri L- §i D-aminoacid se observd faptul ca forma L a aminoacizilor prezintd un
randament de transport mai mare decét cel al formei D, exceptie facind D- TyrOMe care are un
randament mai mare decat L-TyrOMe. S-a realizat un transport activ al aminoacizilor prin
membrana lichida sub actiunea gradientului de pH.

Capitolul 8. Studiul separdrii enantiomerilor unor aminoacizi utilizand f-ciclodextrina
Junctionalizatd prin dicroism circular

8.1 Consideratii generale

Scopul determinarilor efectuate a constat in evidentierea capacititii ciclodextrinei nou
sintetizate, heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)-B-ciclodextrina de a discerne intre doi enantiomeri ai
unor aminoacizi, folosind spectroscopia de dicroism circular. In cazul de fatd s-au folosit doi
aminoacizi aromatici, fenilalanina si triptofanul in formele: D-, L- si DL-fenilalanina si L-, DL-
triptofanul.
8.2 Conditii experimentale

Spectrele CD au fost inregistrate la spectrometrul JASCO-815 in domeniul 240-350 nm
folosind: cuve cu drum optic de lcm, o acumulare, viteza de scanare de 50 nm/s si timp de
raspuns 8 s. Solutiile stoc au fost preparate in metanol avand o concentratie de: 5,0 x 10° M
heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)-B-ciclodextrina si 2,5 x 10* M L-Trp si 2,5 x 10* M DL-Trp.
Solutiile stoc pentru studiul fenilalaninei in metanol au fost preparate cu urmadtoarele
concentratii: 5,0 x 10° M L-Phe, 5,0 x 10° M D-Phe, 5,0 x 10° M D L-Phe si 1,0 x 102 M
pentru heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)-f-ciclodextrind in metanol.
8.3 Rezultate si discutii

Inregistrarea spectrelor de absorbtie si dicroism pentru heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)--
ciclodextrina (fig.8.1) a aratat ca, Tn domeniul de interes, aceasta nu prezintd semnale, deci nu
sunt de asteptat interferente cu spectrele celor doi aminoacizi.

Spectrele de dicroism circular si absorbtie ale enantiomerilor D, L si a amestecului
racemic (DL) al fenilalaninei sunt prezentate in fig.8.2. Se poate observa ca racemicul este total
achiral, in timp ce spectrele celor doi enantiomeri prezintd spectre cu maxime situate la aceleasi
lungimi de unda ca cele din spectrul de absorbtie si sunt caracterizate prin relatia obiect:imaginea
in oglinda; enantiomerul D prezintd in domeniul 240-280 nm, un semnal pozitiv cu maxime la

249, 255, 262, 269 nm, celalalt enantiomer fiind caracterizat de un semnal dicroic negativ.
Spectrele obtinute sunt in acord cu cele gasite 1n literatura [201, 202].

1.0
0.8
< 0.6
0.4-
; ; . i
240 250 260 270 280
154 A (nm)
1045
o5l /\ /\ D-Phe
gool XN
= 051 — =N SN L-Phe
O -1.0 (% -
1.5 ; ; ; )
240 250 260 270 280

A (nm)

Fig.8.2 Spectrul de absorbtie si spectrele de dicroism circular pentru D-Phe, L-Phe §i DL-Phe in
metanol.
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Spectrele de dicroism circular obtinute in prezenta heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)-B-ciclodextrinei
sunt prezentate 1n fig.8.3 in comparatie cu cele ale enantiomerilor liberi. Din examinarea

spectrelor se pot face urméatoarele observatii:

® In cazul enantiomerului D se observa o sciddere a semnalului dicroic In prezenta
ciclodextrinei functionalizate, aceasta fiind o indicatie asupra interactiei cu ciclodextrina
si deci a includerii D-Phe in cavitate. Totusi, diferentele observate sunt mici §i nu permit
o evaluare cantitativa a constantei de legare (fig. 8.3A).

e Considerdnd rezultatele obtinute pentru L-Phe s-au constatat diferente practic
nesemnificative ale semnalului dicroic in prezenta ciclodextrinei functionalizate.

e Compararea spectrelor celor doi conformeri aratdi o interactiune privilegiatd a
enantiomerului D-Phe (fig. 8.3A).
e Pentru amestecul racemic (fig.8.3B) nu se poate sesiza un semnal clar de dicroism

circular indus.
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=124
250 260 270 280
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_ (B)

240 250 260 20 280

Fig. 8.3 Spectrele de dicroism circular in absenta i in prezenta ciclodextrinei pentru: (A) D-

Phe, L-Phe si (B) DL-Phe.

Date din literature de specialitate arata ca si in cazul folosirii B-CD si a unei ciclodextrine
functionalizate cu o sare de amoniu [203, 204] diferentele intre constantele de asociere ale D- si
L-Phe sunt foarte mici, la limita erorilor experimentale. Spectrele de absorbtie si dicroism
circular inregistrate pentru sistemele heptakis-CD —L-Trp sunt prezentate in fig. 8.4. Din ambele
spectre se poate observa o crestere a semnalelor (absorbanta si semnalul dicroic) indicand
procesul de includere al aminoacidului. La fel ca si in cazul DL-Phe, DL-Trp nu a condus la un
semnal de dicroism circular indus (fig.8.5).
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Fig. 8.4 Spectrele de absorbtie si de dicroism circular

ale L-Trp in absenta si in prezenta ciclodextrinei.
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Fig.8.5 Spectrele de absorbtie si de
dicroism circular ale DL-Trp
in absenta i in prezenta ciclodextrinei.



8.4 Concluzii

In acest capitol au fost studiate posibilitatile ciclodextrinei functionalizate, heptakis (2,3,6-tri-O-
acetil)-B-ciclodextrina de a discerne intre doi enantiomeri ai fenilalaninei si triptofanului folosind
spectroscopia de dicroism circular. Studiile efectuate confirmd rezultatele obtinute prin
transportul aminoacizilor aromatici prin membrana lichida utilizand ca transportor receptorul
chiral heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)-B-ciclodextrina.

Concluzii generale

Obiectivul principal al tezei Studiul unor compusi biologici cu receptori macrociclici a constat In
ciclodextrinelor si cucurbiturilului in procese de separare (extractie lichid-lichid si membrane
lichide de volum) a unor compusi de interes biologic: aminoacizi, dipeptide si nucleobaze.
Separarea enantiomerilor aminoacizilor aromatici nativi §i metilesteri prin membrane lichide de
volum utilizdnd B-ciclodextrina functionalizata ca transportor chiral constituie un alt aspect
studiat in lucrarea de fata.

Rezultatele experimentale obtinute permit formularea urmatoarelor concluzii:

e Receptorul calixarenic, p-sulfonatocalix[4]arena formeazd complecsi cu aminoacizii
studiati (L-prolind, L-arginind, L-lizind, L-histidind, Acid L-aspartic, L-serind, L-
isoleucind, L-tirozind) iar complexarea este favorizatd de contributii entalpice si
defavorizatd de contributii entropice. Valorile constantelor de stabilitate si ale
parametrilor termodinamici  studiati pentru complecsii formati intre p-
sulfonatocalix[4]arena si dipeptide (Lys-Arg, Arg-Arg, Arg-Lys, Lys-Lys) au valori mari
sugerand formarea complexului favorizat de contributii entalpice.

® Receptorul calixarenic p— sulfonatocalix[6]arena formeazd complecsi cu dipeptidele
(Gly-Gly, Gly-L-Val, Gly-L-Leu, L-Leu-Gly, L-Leu-L-Ala, Gly-L-Phe) cu valori ale
constantelor de stabilitate cuprinse Intre log K = 3,00 (L-Leu-L-Ala) si log K = 3,36
(Gly-L-Ala) dar receptorul nu prezinta selectivitate fatd de dipeptidele studiate. Deci
exista posibilitatea formarii atit a complecsilor de incluziune cat si a celor de excluziune.

e Valorile constantelor de stabilitate obtinute in cazul studiului nucleobazelor (adenind,
citozina §i guanina) au valori mici cuprinse Intre log K = 1,1 si log K = 2,2 pentru
citozina si respectiv adenina.

e Reactiile de complexare ale a-ciclodextrinei in fazd apoasd cu o serie de aminoacizi §i
dipeptide (L-leucind, L-izoleucina, L-valina, L-alanind, glicina, L-fenilalanind, L-
triptofan, L-tirozina, glicil-leucina, glicil-valina, glicil-triptofan) sunt caracterizate de
valori mici ale entalpiei de reactie, pentru anumiti componenti aproape egale cu cele ale
entropiei de reactie. Se poate afirma cd reactia de complexare a unor aminoacizi si
dipeptide cu o-ciclodextrina este favorizatd de contributii entalpice §i contributii
entropice iar in formarea complecsilor sunt implicate interactiile hidrofobe.

e Valorile constantelor de stabilitate Tn cazul complexarii lui CB[6] cu dipeptidele (glicil-
leucina, glicil-valind, glicil-triptofan, glicil-alanina, glicil-histidind) sunt aproape identice
intre ele si sunt cuprinse intre log K = 2,64 (Gly-His) si log K = 2,90 (Gly-Trp).
Interactiile implicate in complecsii formati de cucurbit[6]uril cu dipeptidele studiate se
sugereazd a fi interactii de tip ion dipol intre gruparea amino protonatd a dipeptidei si
gruparea carbonil a cucurbit[6]urilului. Aceste rezultate pot fi explicate prin formarea
complecsilor de excluziune.
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In cazul nucleobazelor studiate (adenina, citozina, guanina si uracilul) cu CB[6] se
observa valori mici ale entalpiei de reactie iar complexarea este caracterizatd atat de
contributii entalpice cét si de contributii entropice.

Din spectrul 'H- RMN al adeninei s-a sugerat posibilitatea formarii unui complex de
incluziune, adenina prezentand posibilitatea de a fi inclusd in cavitatea receptorului
CBI[7].

Prin corelarea rezultatelor obtinute prin RMN cu cele obtinute prin spectrometrie UV-Vis
se poate afirma ca este posibild formarea unui complex de incluziune al CB[7] cu
adenina.

Ca si 1n cazul adeninei din spectrele UV-Vis se observa o scddere a absorbtiei citozinei in
functie de cresterea cantitatii de CB[7] dar cu unele diferente sugerandu-se posibilitatea
formarii si a altor tipuri de complecsi. Astfel prin rezultatele obtinute prin spectrometrie
UV-Vis si cu cele obtinute prin RMN se poate sugera posibilitatea formarii unui complex
de incluziune al CB[7] cu citozina respectand conditiile de concentratie ale receptorului.
Rezultatele experimentale obtinute In cazul extractiei lichid-lichid a unor aminoacizi
aromatici nativi si metilesteri cu receptorul chiral heptakis (2, 3, 6-tri-O-acetil)-f-
ciclodextrina sugereaza faptul ca structura receptorului si hidrofobicitatea aminoacidului
influenteazd procesul de extractie. L-aminoacizii aromatici nativi cat §i cei derivatizati
sunt extragi din faza apoasd 1n faza organicd de heptakis (2, 3, 6-tri-O-acetil)--
ciclodextrina cu randamente cuprinse intre 17,0 % (L-TyrOMe) — 50,2 % (L-TrpOMe) in
cazul aminoacizilor aromatici metilesteri si 8,0% (L-Tyr) — 17,5 % (L-Trp) pentru
aminoacizi in stare nativa.

Valorile constantelor de extractie ale aminoacizilor aromatici metilesteri (L-TrpOMe, L-
PheOMe, L-TyrOMe) sunt mai mari decat cele ale aminoacizilor aromatici nativi (L-Trp,
L-Phe, L-Tyr) si depind de hidrofobicitatea aminoacidului luat in studiu. Deci atit
structura ligandului folosit ca extractant cdt si structura aminoacidului influenteaza
determinarea constantelor de extractie.

Rezultatele obtinute in urma transportului L-aminoacizilor aromatici nativi §i metilesteri
dintr-o faza apoasa sursd intr-o fazd apoasa receptoare folosind ca transportor, receptorul
chiral heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)-B-ciclodextrind 1n cloroform indica faptul ca acesta
manifestd o afinitate mai mare pentru L-TrpOMe. Secventa transportului prin membrana
lichida este urmétoarea: L-TrpOMe > L-PheOMe > L-TyrOMe cu randamente intre 20%
pentru L-TyrOMe si 96 % pentru L-TrpOMe.

In urma rezultatelor obtinute pentru transportul D-aminoacizilor aromatici nativi si
metilesteri dintr-o fazd apoasa sursa intr-o fazd apoasa receptoare folosind ca transportor,
receptorul heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)-pB-ciclodextrind 1n cloroform se constatd aceeasi
secventd de transport ca si in cazul L-aminoacizilor: D-TrpOMe > D-PheOMe > D-
TyrOMe cu randamente intre 25% pentru D-TyrOMe si 80 % pentru D-TrpOMe. Pentru
D-aminoacizii nativi secventa este D-Trp > D-Tyr > D-Phe cu valori intre 8% D-Phe si
10% pentru D-Trp.

Din rezultatele transportului prin membrana lichida de cloroform a celor doud forme L- si
D-aminoacid utilizand heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)-B-ciclodextrind s-au observat
diferente n cazul L-TrpOMe si D- TrpOMe, L-PheOMe si D- PheOMe si de asemenea
pentru L-TyrOMe si D- TyrOMe. Raportul o = M /np reprezentdnd randamentele de
transport ale celor doi enantiomeri L- si D-aminoacid din studiile de transport realizate
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a)

b)

indica faptul ca forma L a aminoacizilor studiati prezintd un randament de transport mai
mare decat cel al formei D, exceptie facand D- TyrOMe care are un randament mai mare
decat L-TyrOMe. Deci, heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)-B-ciclodextrind poate fi utilizat ca
transportor chiral pentru compusii optic activi prin optimizarea conditiilor de transport.

In experimentele efectuate privind transportul aminoacizilor aromatici nativi si
metilesteri studiati cu heptakis (2,3,6-tri-O-acetil)-p-ciclodextrina ca transportor printr-o
membrana lichida de cloroform s-a realizat un transport activ pe baza unui gradient de
pH.

ciclodextrina de a discerne intre cei doi enantiomeri ai aminoacizilor aromatici: DL-
fenilalanina si DL-triptofanul, folosind spectroscopia de dicroism circular s-au observat
urmdtoarele aspecte:

In cazul enantiomerului D al fenilalaninei s-a observat o sciddere a semnalului dicroic Tn
prezenta ciclodextrinei functionalizate, aceasta fiind o indicatie asupra interactiei cu
ciclodextrina si deci a includerii D-Phe in cavitate. Totusi, diferentele observate sunt mici
si nu permit o evaluare cantitativa a constantei de legare. In schimb pentru L-Phe

s-au constatat diferente practic nesemnificative ale semnalului dicroic in prezenta
ciclodextrinei functionalizate. Prin compararea spectrelor celor doi conformeri se
constatd o interactiune privilegiatd a enantiomerului D-Phe. Mai mult pentru amestecul
racemic DL-Phe nu s-a sesizat un semnal clar de dicroism circular indus.

Din spectrele de absorbtie si dicroism circular inregistrate pentru sistemul heptakis-CD —
L-Trp s-a observat o crestere a semnalelor (absorbanta si semnalul dicroic) indicind
procesul de includere al aminoacidului, L-Trp. La fel ca si in cazul DL-Phe, DL-Trp nu a
condus la un semnal de dicroism circular indus.
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