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INTRODUCERE

Chimia supramoleculara s-a remarcat prin impactul semnificativ si asupra chimiei
analitice, versatilitatea si diversitatea receptorilor macrociclici sintetici impunénd
tehnicilor actuale noi limite si performante remarcabile [1-3]. Cercetdrile actuale
intreprinse de chimia supramolecularda privind principiile de recunoastere moleculara a
compusilor biologici de catre receptorii macrociclici se datoreazd spectrului larg de
aplicatii practice in separdri, imagisticA moleculard, detectie, catalizd si tehnici
farmaceutice.

Tn contextul acestor preocupiri, cercetirile intreprinse in teza de doctorat intitulata
Wtudii de  incluziune si separare a unor compusi biochimici utilizand receptori
macrociclici,, isi propun introducerea de noi receptori macrociclici in procese de
recunoastere moleculara si de separare (extractie lichid-lichid si membrane lichide de
volum) a unor compusi de interes biologic.

Principalele obiective ale tezei de doctorat sunt urmatoarele:

a) Studiul complexarii nucleobazelor (adenina, citozind, guanina, timina si uracil) cu
urmatorii  receptori  macrociclici:  hemicucurbit[6]uril, hemicucurbit[12]uril,
cucurbit[7]uril, B-ciclodextrina, 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina prin spectrofotometria
de absorbtie in UV-Vis si spectrometria de fluorescenta.

b) Introducerea unor noi receptori macrociclici din clasa cucurbiturilului
(hemicucurbit[6]uril si hemicucurbit[12]uril) ca extractanti si transportori prin
membrane lichide de volum ale unor aminoacizi in vederea separarii acestora. De
asemenea s-a studiat optimizarea parametrilor de extractie cat si a parametrilor de

transport prin membrane lichide.

timind) prin extractia lichid-lichid si prin membrana lichida de volum utilizand
receptori macrociclici.

d) Stabilirea mecanismelor de transport prin membrana lichida de volum ale
nucleobazelor si aminoacizilor utilizand receptorii macrociclici studiati ca transportori
in procesele de separare.

Teza de doctorat este prezentatd pe parcursul a sapte capitole fiind structurata in doua
parti principale dupa cum urmeaza: partea de literaturd cu trei capitole si partea

experimentala cu patru capitole.



Tn primul capitol se realizeaza o introducere in domeniul aplicatiilor analitice ale
chimiei supramoleculare. De asemenea, sunt prezentate succint principalele clase de
compusii relevanti din punct de vedere biologic intélniti in chimia gazda-oaspete.

In capitolul al Il-lea si al Ill-lea sunt prezentate caracteristicile structurale si
proprietatile de recunoastere moleculara ale receptorilor macrociclici din clasa
cucurbiturilului si a ciclodextrinelor. Versatilitatea si potentialul receptorilor macrociclici
din clasele mentionate sunt evidentiate prin multitudinea de aplicatii prezentate intr-o
maniera sintetica pe baza celor mai recente studii din domeniu.

Partea originala a tezei de doctorat, in care sunt cuprinse rezultatele experimentale
obtinute Tn cadrul studiilor Intreprinse este structurati in patru capitole. In primele doua
capitole (capitolul IV si capitolul V) sunt prezentate aspecte privind recunoasterca
moleculara a nucleobazelor (adenina, guanina, citozina, timina si uracil) de catre receptori
macrociclici  din clasa cucurbiturilului  (hemicucurbit[6]uril, hemicucurbit[12]uril,
cucurbit[7]uril) si  receptori  ciclodextrinici  (B-ciclodextrina,  2-hidroxipropil-f-
ciclodextrina) prin spectrofotometria de absorbtie in UV-Vis si spectrometria de
fluorescenta.

In capitolul VI sunt prezentate rezultatele obtinute in procesele de extractie lichid-
lichid si transport prin membrane lichide de volum ale unor aminoacizi nativi si metilesteri
in vederea separdrii acestora utilizand receptorii noi hemicucurbit[6]uril si
hemicucurbit[12]uril. Mecanismele de transport implicate in procesul membranar au fost
de asemenea stabilite. Capitolul VII este dedicat proceselor de extractie si transport prin
membrane lichide de volum ale unor nucleobaze folosind receptori sintetici, avand in
vedere si mecanismele de transport implicate. Ultimul capitol este dedicat concluziilor
generale rezultate in cadrul cercetarilor intreprinse.

Teza se incheie cu referintele bibliografice si lista lucrarilor stiintifice publicate cu

rezultatele obtinute in cadrul cercetarilor intreprinse.

PARTEA EXPERIMENTALA
(numerotarea capitolelor, figurilor, tabelelor si a ecuatiilor este cea din teza de doctorat)

Capitolul IV. Hemicucurbiturilul in procese de recunoastere ale unor

nucleobaze
In acest capitol sunt prezentate datele experimentale obtinute prin spectrofotometria

de absorbtie moleculara in UV-Vis si spectrometria de fluorescenta privind procesul de
complexare al unor nucleobaze cu hemicucurbit[6]uril  (HemiCB[6]) si

hemicucurbit[12]uril (HemiCB[12]). De asemenea, se continuda experimentele de



recunoastere ale adeninei si citozinei cu cucurbit[7]uril [298] si prin spectrometria de
fluorescenta. Mai mult se extinde posibilitatea de recunoastere a lui cucurbit[7]uril catre

guanind atat prin spectrometrie UV-Vis, cat si prin spectrometrie de fluorescenta.

Capitolul V. Aspecte privind recunoasterea moleculara a nucleobazelor

cu derivati ai B-ciclodextrinei

V.1. Introducere

Ciclodextrinele sunt printre cele mai studiate clase de receptori macrociclici si sunt
recunoscute pentru potentialul aplicativ in sistemele biologice datorita capacitatii de a
forma complecsi de incluziune in solutie apoasa cu Specii neutre [191,201,205,297].

In acest capitol am studiat posibilitatea complexirii B-ciclodextrinei native si
derivatizate cu o serie de nucleobaze, prin spectrometria de absorbtie in UV-Vis si
spectroscopia de fluorescenta. Folosind datele experimentale obtinute s-a determinat

stoichiometria si s-a estimat constanta de asociere a complecsilor formati.
V.3. Conditii experimentale

V.3.1. Reactivi utilizati si aparatura

NH2 c\) NH o o
</ </ ﬁ\m HaC NH |
\
) )\ NH&O NH/&O NHJ§O
Adenind Guanind Citozind Timind Uracil
. R=H; Ri=H
jj o P -__“E‘ pB-ciclodextrina
r"f OR” o,
| 1 ©OR -:R. -G.
Pie OR_ 7\ -ons R=H; R;=CH,CH(OH)CH;
"‘"h.-::,t oR oR ﬁ,b 2-Hidroxipropil- p-ciclodextrind
:'"r_1 OR - a
OR or. 7. R = - CO-CHj;; R; =-CO-CHjs;
4-u?“‘\>"w OR DR }: o Heptakis(2,3,6-tri-O-acetil)-p-ciclodextrina
Y o :__-.-l\ .___"'J
¥
-:_,'IFE'

Figura 5.1. Structura moleculara a nucleobazelor si a receptorilor ciclodextrinici
utilizati in studiu



V.3.1. Modul de lucru

Titrare

Afinitatea receptorilor ciclodextrinici pentru nucleobaze insolutie apoasa a fost
investigata folosind spectrometria UV si spectroscopia fluorescentd. Receptorul f-CD nu a
prezentat banda de absorbtie in UV-Vis sau de emisie fluorescenta.

S-au preparat solutii stoc in apa bidistilata pentru nucleobazele studiate cu
urmitoarele concentratii: Cagening = 1,0 X 10* M, Cgyanina = 5,0 x 10" M (pH = 3,0),
Ceitozina = 1,0x 10* M. Folosind solutia stoc s-a preparat pentru fiecare nucleobaza cate o
solutie de concentratie 1,0 x 10° M fintr-un balon cotat de 10 mL. Solutia stoc de p-
ciclodextrind de concentratie 1,0 x 102 M s-a preparat utilizand 5 mL de solutie apoasa de
nucleobaza 1,0 X 10° M.

V.4. Rezultate si discutii
V.4.1. Aspecte privind complexarea guaninei cu -ciclodextrina
V.4.1.1. Studiul complecsilor §-CD — guanini utilizind spectrometria UV-Vis

La adaugarea receptorului ciclodextrinic Se constantd o crestere graduald n
absorbanta guaninei. Maximumul de absorbtie s-a pastrat la 248 nm. Modificarile induse in
absorbanta compusului oaspete sunt deseori atribuite formarii complexului de incluziune
[250,259,260], deoarece acestea indicd ca molecula oaspete trece din volumul solutiei
apoase spre cavitatea hidrofoba a B-CD si in consecintd, molecula oaspete prezintd
caracteristici spectrale diferite [250, 259].

Corelatia absorbantelor conform ecuatiei Benesi Hildebrand (ecuatia 5.20)
evidentiaza posibilitatea formarii complecsilor f-CD-guanind cu o stoichiometrie de 1:1

(R? = 0.9913; F-stat = 1030).

1 1 1
= = 2
AA (A11 —Ag) K11[B —CD] + (A11—40) (5.20)

Ao+ A11 K11 [B —CD]

A = 1+ K11 [,B —CD]

(5.21)

Unde A —reprezinta absorbanta maxima a guaninei in prezenta receptorului (A=248 nm)
A, — absorbanta maxima a guaninei in absenta receptorului (A=248 nm)
Ay — absorbanta complexului B-CD-guanina

K;1 — constanta de asociere a complexului gazda-oaspete de tip 1:1



Corelatia dintre absorbanta maxima a guaninei si concentratia f-ciclodextrinei din
probe este redatd in figura 5.5. Fitarea datelor experimentale utilizdnd ecuatia 5.21
sugereaza formarea complecsilor guanina- B-CD cu o stoichiometrie de 1:1, cu o constanta
de asociere Ky, = 98 11 M (R* = 0,9929, F-stat = 1819, An/A, = 1,92 + 0,07) (Figura
5.5).

—O0M 154
0.30 —— 4.98E-05 M g |
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Figura 5.3. Spectrele de absorbtie ale guaninei ((1,0 x Figura 5.5. Fitarea rezultatelor experimentale
10° M) in absenta si in prezenta unor concentratii obtinute prin spectrometria de absorbtie pentru
crescatoare de f-CD (5,0 x10°-1,0 x 10 M), pH 3,0 S-CD — guanind cu ecuatia 5.21

V.4.1.2. Studiul complecsilor p-CD—-guanina utilizind spectrometria de fluorescenta

Complexarea guaninei de catre p-ciclodextrind s-a investigat utilizand si
spectrometria de fluorescenta. Astfel s-au inregistrat spectrele de emisie ale guaninei
(mentinuta la concentratie constanta de 1,0 x 10° M) in absenta si In prezenta unor
concentratii crescitoare de compus gazda (4,98 x10° M — 1,00 x 10% M). Spectrele de
fluorescentda au fost inregistrate in intervalul 290 — 550 nm la o lungime de unda de
exciatare fixata la 280 nm.

Ca si in cazul spectrelor UV-Vis, la adaugarea receptorului se constata o crestere
graduala a intensitatii de emisie (Figura 5.6) a guaninei, cu pastrarea lungimei de unda a
maximului de intensitate la Aem = 350 nm. Cresterea intensitatii de emisie poate fi explicata
prin formarea unui complex intre guanina si B-CD.

Estimarea constantei de asociere si a stoichiometriei complecsilor B-CD — guanina
s-a realizat prin fitarea datelor exprimentale obtinute prin spectroscopia de fluorescenta

(Aem = 350 nm ) utilizadnd urmatoarele ecuatii:



1 1 1
— = 5.22
Al (I11 —1o) K11[B —CD] + (I11-1o) ( )

_ lot Ky [f —CD]
1+ K11 [[)) —CD]

(5.23)

Unde | —reprezinta intensitatea de emisie fluorescenta a guaninei din solutie
lo, 111 - reprezintd intensitatea de emisie fluorescentd a moleculei oaspete in stare
libera si in stare complexata
K11 — constanta de asociere a complexului
Fitarea liniara de tipul 1/(I-lp) vs. 1//5-CD] (metoda Benesi-Hildebrand) indica o
stoichiometrie de 1:1 pentru complexul B-CD — guanina (R® = 0,9927). Cresterii intensitatii
de emisie a guaninei in functie de concentratia receptorului este datd in Figura 5.9.
Constanta de asociere s-a estimat la 111 + 9 M™ prin fitare datelor experimentale cu
ecuatia 5.23 (R® = 0,9947, F-stat = 3309). Stoichiometria de 1:1 a complexului a fost de
asemenea studiata prin metoda Job (metoda variatiei continuue) utilizdnd spectroscopia de

fluorescenta.
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Figura 5.6. Spectrele de fluorescentd ale guaninei (1,00 x10™° M) in
absenta si in prezenta unor concentratii crescatoare de -CD
A ex= 280 nm; Aem = 350 NM
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Figura 5.8. Reprezentare grafica 1/(I-ly) vs. Figura 5.9. Fitarea rezultatelor experimentale
1/[p-CDJ( fitare cu ecuatia 5.22) obtinute prin spectrometria de fluorescentd pentru
p-CD — guanind folosind ecuatia 5.23



Considerand rezultatele obtinute prin spectrometria UV-Vis si de fluorescenta,

formarea complecsilor B-CD-guanina s-ar putea realiza conform echilibrului:

Kll
B—CD + Guanina = f —CD:Guanind (5.24)

Din tabelul 5.1 se poate observa ca valorile constantei de asociere pentru complexul
B-CD-guanind obtinute prin spectrometria de absorbtie si spectroscopia de fluorescenta

sunt apropiate.

Tabel 5.1 . Parametrii fitarii pentru complexul p-CD- guanina

K11 R2 F-stat A]_l/Ao 141 / |0

Spectrometriade 98+ 11 M* 09929 1819  1,95+0.05 -
absorbtie in UV-Vis

Spectrometria de 111+9MY 09947 3309 . 1,92 +0.07
fluorescenta ’

Unde K;;- constanta de asociere ; Rz-coeﬁcient de corelatie; F-stat-coeficientul Fischer;

114/1y — raportul intre intensitatea de emisie a compusului oaspete in stare complexata si in stare liberd;
A1/Aq _raportul intre absorbanfa compusului oaspete in stare complexata si in stare liberd

V.4.2. Aspecte privind complexarea adeninei cu p-ciclodextrina

S-au inregistrat spectrele de absorbtie in UV-Vis si de emisie fluorescenta ale
adeninei in solutie apoasd in absenta si In prezenta receptorului ciclodextrinic.
Concentratia adeninei din probe s-a pastrat constanta la 1,0 x 10° M.

Ca si in cazul guaninei, s-a obtinut o crestere a absorbantei UV si a intensitatii de
emisie fluorescenta a adeninei la adaugarea -CD. Maximumul de absorbtie de la 260 nm
st de emisie fluorescentd de la 410 nm nu a suferit deplasari la cresterea concentratiei de
receptor.

Pentru a determina constnata de asociere a complexului f-CD-adenina, s-a analizat
atat cresterea absorbantei cat si a intensitdtii de fluorescentd in functie de concentratia
B-CD folosind ecuatii neliniare. Cea mai buna fitare a intensitatii de emisie (Aem = 410 nm)
indicd formarea complexului B-CD-adenind de tipul 1:1 cu o constantd de asociere
corespunzitoare de 77 + 13 M™ (R? = 0,9927, F-stat = 1792). Aceste rezultate sunt
consistente cu cele obtinute prin analiza datelor obtinute prin spectrometria de absorbtie
care indica de asemenea o stoichiometrie de 1:1 pentru complexul B-CD-adenind, cu o

constanta de asociere de 122 + 25 M (R? = 0,9918; F-stat = 1343).



Analiza datelor experimentale utilizdnd metoda Benesi-Hildebrand confirma
posibilitatea formarii unui complex cu o stoichiometrie de 1:1 intre adenind si B-CD,

rezultate consistente cu cele raportate in literatura de specialitate [304].

V.4.3. Aspecte privind complexarea citozinei cu B-ciclodextrina si 2-hidroxipropil-p-
ciclodextrina
Experimentele au continuat cu studiul complexarii citozinei cu -ciclodextrina si 2-

hidroxipropil-B-ciclodextrina prin spectrometria de absorbtie in UV-Vis si spectroscopia de

fluorescenta.

V.4.3.1. Studiul complexarii citozinei cu p-ciclodextrina

Cresterea absorbantei Tn UV-Vis, respectiv a intensitdtii de fluorescenta a citozinei
la adaugarea graduala a B-ciclodextrinei evidentiaza interactia dintre compusul gazda si
compusul oaspete. Maximumul de absorbtie de la 266 nm si de emisie fluorescenta de la
350 nm nu a suferit deplasari la cresterea concentratiei de receptor. Spectrele de absorbtie
in UV-Vis si de emisie fluorescentd ale citozinei obtinute in timpul titrarii sunt date in

figura 5.19, respectiv figura 5.22,
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Figura 5.19. Spectrele de absorbtie ale Figura 5.21. Fitarea datelor experimentale
. .. 5 A .o .
citozinei (1.00 x 10° M) in absenta si in obtinute prin spectrometria UV-Vis pentru
prezenta unor concentratii crescatoare de B-CD—citozind conform unei ecuatii specifice
B-CD

1:1 (R? = 0,9950, F-stat = 3833)
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Figura 5.22. Spectrele de emisie ale Figura 5.25. Fitarea neliniara a datelor
citozinei in absenta si in prezenta unor experimentale obfinute prin spectrometria de
concentratii crescdtoare de f-CD fluorescenta pentru p-CD - citozina conform unei
Jex = 280 NM; e = 350 NM ecuatii specificel:] (R®* = 0,9980; F-stat =

8366)

Datele experimentale obtinute pentru concentratii diferite de p-CD au fost fitate
utilizand atat ecuatii liniare cat si neliniare pentru a determina constanta de asociere pentru
complexul B-CD-citozind. De asemenea, S-a evidentiat o stoichiomterie de 1:1 pentru
complexul format. Constanta de asociere estimati la 72 + 4 M din valorile obtinute in
titrare prin spectroscopia de fluorescentd este mai mare decat cea obtinuta prin analiza

datelor experimentale prin spectrometria de absorbtie UV-Vis.
B —CD + Citozina = f — CD:Citozina (5.31)

V.4.3.2. Studiul complexarii citozinei cu 2-hidroxipropil-g-ciclodextrina

Experimentele au continuat cu studiul complexului format intre citozina si 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina in solutie apoasd pentru a investiga influenta gruparilor
functionale atasate inelului ciclodextrinic. In determinarile prin spectrometria UV-Vis si de
fluorescentd s-a mentinut constanti concentratia citozinei (1,00 x 10° M) si cantitati
diferite de receptor in domeniul 3,88 x 10* M — 7,80 x 102 M. Pentru a determina
stoichiometria si constanta de asociere a complexului format s-a realizat fitarea datelor

exprimentale utilizand ecuatii uzuale pentru diferite tipuri de complecsi supramoleculari
[209].

V.4.4. Aspecte privind complexarea timinei si uracilului cu p-ciclodextrina

Complexarea timinei si a uracilului cu p-ciclodextrinei s-a investigat prin

spectrometria de absorbtie in UV-Vis.



Capitolul VI. Hemicucurbit[n]urilul, n = 6, 12 Tn procese de separare ale
aminoacizilor
VI.1. Hemicucurbit[n]urilul, n = 6,12 ca agent de extractie al unor aminoacizi

VI.1.1. Consideratii generale

e ey

12) si ale B-ciclodextrinei func‘gionalizate ca extractant in extractia lichid-lichid sau
transportor prin membrana lichida de volum, in scopul separarii unor aminoacizi nativi si

derivatizati.
VI.1.3. Conditii experimentale

VI.1.3.1. Reactivi si aparatura utilizata
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Figura 6.1. Structura moleculara a compusilor utilizati in studiu
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V1.1.3.2. Modul de lucru

S-au preparat solutiile stoc de aminoacizi in apa bidistilata. Concentratiile solutiilor
stoc de aminoacizi au variat intre 1,0 x 102 M — 2,0 x 10° M. S-a preparat solutia stoc de
Tropeolin 00 de concentratie 5,0 x 10 M. Solutiile de hemicucurbit[6]uril (HemiCB[6]),
respectiv hemicucurbit[12]uril (HemiCBJ[12]), s-au preparat in cloroform saturat cu apa, de
concentratie 1,0 X 10 M.

Extractia aminoacizilor din faza apoasa in faza organica (cloroform) s-a realizat in
palnii de separare astfel:

e 5 mL de solutie apoasa de aminoacid de concentratie 5,0 X 10* M, pH 5,5,
s-a agitat cu 5 mL solutie organica (cloroform) de HemiCB[6], respectiv
HemiCB[12], de concentratie 1,0 x 10 M (T = 298,15 K);

e S-auinregistrat spectrele UV-Vis ale solutiilor apoase de aminoacid initiale,

respectiv dupa extractie si s-a citit absorbanta maxima (A = 444 nm).

Extractia procentuala s-a calculat folosind relatia Pedersen [307] :

E% =

44 x100 (6.17)
A

0

Unde Ao A - reprezinta absorbanta fazei apoase initiale (inainte de extractie) si dupa

extractia cu receptorul.
VI.1.4. Rezultate si discutii
VI.1.4.1. Extractia lichid-lichid a aminoacizilor cu hemicucurbit[n]uril, n = 6,12

Abilitatea receptorilor HemiCB[n], n=6,12, de a fi utilizati ca extractanti in
extractia lichid-lichid a unor aminoacizi nativi (L-fenilalanina, L-leucind, L-isoleucind, L-
cisteinda, L-valina, L-triptofan) si derivatizati (L-fenilalanina metilester (L-PheOMe), L-
leucina metilester (L-LeuOMe), L-serina metilester (L-SerOMe), L-cisteina metilester (L-
CysOMe), L-valina metilester (L-ValOMe)si L-tirozina metilester) s-a studiat la pH 5,5, n
prezenta anionului provenit de la tropeolin 00.

Receptorii HemiCB[6] si HemiCB[12] nu prezintd banda de absorbtie in domeniul

de interes si sunt utilizati in premiera in procese de separare ale unor compusi biologici.
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Figura 6.12. Randamentele de extractie ale aminoacizilor studiati cu HemiCB/[6] si HemiCB[12]

In figura 6.21 sunt prezentate valorile randamentelor de extractie din faza apoasa in
cloroform ale aminoacizilor studiati utilizind ca extractanti receptorii HemiCB[6] si
HemiCB[12] in prezenta anionului pereche provenit de la tropaeolin 00. Randamentele de
extractie sunt influentate de parametri precum structura aminoacizilor, proprietatile
structurale ale receptorului, natura anionului pereche, pH-ul fazei apoase si natura
solventului. Rezultatele obtinute evidentiaza afinitatea receptorului HemiCB[6], respectiv
HemiCBJ[12], pentru aminoacizii cu o hidrofobicitate ridicatd (L-PheOMe, L-LeuOMe si
L-ValOMe) [305].

V1.1.5. Concluzii

Rezultatele experimentale obtinute in cazul extractiei lichid-lichid a aminoacizilor
studiati folosind ca extractanti receptorii HemiCB[n], n = 6,12 evidentiazd afinitatea
acestora pentru L-aminoacizii derivatizati. Randamente de extractie au variat intre 27% (L-
CysOMe) si 3% (L-Leu) si pentru HemiCB[6], respectiv 24% (L-PheOMe) si 3% (L-Leu),
pentru HemiCB[12]. Randamentele de extractie ale aminoacizilor nativi sunt cuprinse intre
0% si 5%.

Rezultatele obtinute in studiul influentei timpului de agitare al fazelor nemiscibile
asupra randamentelor de extractie indica o buna afinitate a receptorului HemiCB[6] pentru

aminoacizii metilester L-CysOMe (42%) si L-PheOMe (33%).

VI1.2. Aspecte privind transportul prin membrane lichide de volum al unor

aminoacizi utilizand hemicucurbit[6]uril

Considerand rezultatele experimentale obtinute la extractia lichid-lichid care au

evidentiat afinitatea receptorului HemiCB[6] pentru aminoacizii metilester, in continuare
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s-a studiat abilitatea acestuia de a fi utilizat ca transportor prin membrane lichide de volum

pentru o serie de aminoacizi derivatizati.
V1.2.1. Conditii experimentale
VI1.2.1.1. Reactivi si aparatura utilizata

Transportul aminoacizilor s-a realizat utilizand un dispozitiv in forma de U redat in
figura 6.14.

Figura 6.14. Dispozitivul utilizat Tn procesele de transport

Absorbantele au fost citite folosind spectrofotometrul UV-Vis Jasco V-530. pH-ul
solutiilor s-a masurat utilizand un pH-metru Pracitronic MV-870 cu electrod de sticla si
electrod de calomel.

V1.2.1.2. Modul de lucru

Transportul aminoacizilor derivatizati prin membrana lichida de cloroform, sub
forma de pereche de ioni, in prezenta anionului provenit de Tropeolin 00, s-a realizat prin
agitarea celor trei faze (sursa, organica si receptoare), la temperatura camerei, timp de 24 h.

S-au preparat fazele membranare astfel:
e Faza sursa — 5 ml de solutie apoasa de aminoacid de concentratie 5,0 X 10
M, pH 5,5, Crropeoiino = 8,0 X 10° M.
e Faza organica (membrana) — 10 ml de HemiCB[6] de concentratie
1,0 x 10 M in cloroform
e Faza receptoare - 5 ml de solutie apoasa pH = 1,5 (ajustare cu HCI 0,1N).
Concentratia aminoacidului in cele doud faze apoase (sursa si receptoare) s-a determinat
spectrofotometric. S-au realizat si experimente martor, fard aminoacid in faza sursa.

Randamentul de transport s-a determinat folosind relatia:
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n% = fTo x 100 (6.19)

unde: A, - absorbanta fazei apoase receptoare (dupa transport);
A, - absorbanta fazei apoase sursa initiala (inainte de transport).

Fluxul (J) s-a calculat folosind urmatoarea relatie:

AC,V

J =22 (6.20)

unde: J— fluxul (mol m?s™)
AC, - diferenta de concentratie a aminoacidului in faza receptoare (M)
V — volumul fazei receptoare (dm?)
t—timpul (s)

A — aria membranei (m?)
VI1.2.2. Rezultate si discutii

VI1.2.2.1.  Hemicucurbit[6]Juril in  transportul prin  membrane lichide

de volum

Transportul aminoacizilor metilester cu HemiCBJ6] s-a realizat dupa un model de
transport activ, sub actiunea unui gradient de pH si in prezenta unui anion pereche provenit
de la Tropeolin 00. Randamentele de transport ale aminoacizilor studiati s-au calculat

utilizand ecuatia 6.19 si sunt redate in figura 6.15.

L-LouOy
L-PnoOlle

L-CysOMe

— L-SerOMe

L-TyrOfle

Figura 6.15. Randamentele de transport prin membrane lichide ale unor aminoacizi metilester
utilizand HemiCB[6]ca transportor
Faza sursa (5 ml): pH = 3,5; Cyopeotinoo = 8,0 X 10° M; Caminoacia =5,0 X 10°*M
Faza membranara (10 ml): Chemicers) = 1,0 X 10* M
Faza receptoare (5 ml): pH=1,5
t = 24h
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Din figura 6.15 si din tabelul 6.7 se poate observa ca receptorul HemiCB[6]
prezinta o afinitate de transport buna pentru aminoacizii L-LeuOMe, L-PheOMe si L-
CysOMe. Valorile obtinute pentru randamentele de transport ale aminoaczilor sunt

cuprinse intre 1% si 25%, transportul cu HemiCBJ[6] realizdndu-se in urmatoarea ordine:

L-LeuOMe (25%) > L-PheOMe (20%) > L-CysOMe (12%) > L-ValOMe (9%)
> L-SerOMe (5%) > L-TyrOMe (1%).

Tabel 6.7. Transportul L-aminoacizilor metilester prin membrana lichida in prezenta anionului
pereche utilizand drept transportor HemiCB[6](t = 24h)

Aminoacid  Concentratie initiali  Concentratie aminoacid n (%) Jos x 10°
aminoacid n faza in faza receptoare dupa (mol m? s?)
sursa transport

M M
L-LeuOMe 5,00 x 10™ 1,23 x 10* 25 7,50
L-PheOMe 5,00 x 10* 0,98 x 10™ 20 5,95
L-CysOMe 5,00 x 10™ 0,62 x 10™ 12 3,76
L-ValOMe 5,00 x 10* 0,47 x 10* 9 2,87
L-SerOMe 5,00 x 10™ 0,27 x 10 5 1,66
L-TyrOMe 5,00 x 10* 0,03 x 10 1 0,18

V1.2.2.1.1. Aspecte privind corelatia dintre extractibilitatea aminoacizilor derivatizati
si transportul acestora cu HemiCB|6]

In figura 6.16 sunt prezentate intr-o maniera comparativa randamentele de extractie
(t = 30 min) si de transport (t = 24 h) obtinute pentru aminoacizii metilesteri utilizand

receptorul HemiCB[6] ca agent de extractie si de transport.

30 -
25 - : ] 1 \
20 -

15 -

’ 5 |
0~ o 3 _
‘ " - Extractie
LCysoMe om . / !
-PheOMe -

L-LeuOMe
L-ValOMe : Transport
{

L-SerOMe
L-TyrOMe

Figura 6.16. Randamentele de extractie si transport
ale aminoacizilor metilester studiati cu HemiCB[6]
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Tn cazul aminoacizilor L-PheOMe and L-LeuOMe valorile obtinute pentru
randamentele de extractie si de transport de catre HemiCB[6] sunt apropiate. O diferenta

semnificativa s-a constatat in extractibilitatea si transportul aminoacidului L-CysOMe.

V1.2.2.1.2. Etapele procesului de transport prin membrane lichide de volum

VI1.2.21.3. Mecanismul de transport prin membrana lichidd de volum avind ca

transportor HemiCBJ6]

Mecanismul de transport propus pentru procesele de separare studiate este redat in
figura 6.17.

R—NH; — _/1.. “ k ~ R—NH;

' r
\v HemiBC6/ R—NH;| A~

Faza sursa Faxa receptoare

T e —

Figura 6.17. Prezentarea schematicd a mecanismului de transport prin membrana lichida al aminoacizilor
cu receptorul HemiCB[6] ca transportor
Faza surséd (5 ml): pH = 5,5; Cyropeotin 0o = 8,0 X 10°° M; Capinoacia =5,0 X 10™*M
Faza membranara (10 ml): Cpemicags) = 1,0 X 10 M
Faza receptoare (5 ml): pH=1,5

Se realizeaza un transport activ al aminoacizilor sub forma de pereche de ioni din
faza sursa in faza receptoare sub actiunea unui gradient de pH. Receptorul HemiCBJ[6]
complexeaza aminoacidul in asociere cu anionul la interfata dintre faza sursa si faza
organica (cloroform). Complexul supramolecular format este lipofil si traverseaza prin
difuzie membrana, iar la interfata cu faza receptoare sunt asigurate conditiile optime pentru
eliberarea aminoacidului. Tntoarcerea transportorul HemiCB[6] la interfata cu faza sursi

dupa decomplexare se bazeaza tot pe un proces de difuzie.
V1.2.3. Concluzii

Abilitatea receptorului HemiCB[6] de a activa ca transportor s-a evidentiat prin
rezultatele obtinute in urma transportului L-aminoacizilor metilesteri prin membrana
lichida de volum. Se remarca afinitatea receptorului HemiCB[6] catre aminoacidul L-
LeuOMe (25%) urmat de L-PheOMe (20%) si L-CysOMe (12%).
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S-a realizat un transport activ al aminoacizilor sub forma de pereche de ioni prin
membrana lichida de volum, sub actiunea gradientului de pH si in prezenta unui anion
pereche provenit de la Tropeolin 00. Din studiul transportului prin membrand a
aminoacizilor la 24 h si respectiv 48 h s-a observat o crestere a randamentelor de transport
(L-LeuOMe 28%; L-PheOMe 28%; L-CysOMe 18%, L-ValOMe 15%) si a fluxului de

transport al aminoacizilor o data cu cresterea timpului de agitare.

Capitolul VII. Separarea unor nucleobaze prin extractie lichid-lichid si

transport prin membrane lichide de volum
Tn acest capitol s-a studiat posibilitatea separdrii unor nucleobaze (adenina,
citozind, timind si uracil) folosind receptori sintetici cu structura diferitd ca agenti de

extractie si de transport prin membrane lichide de volum.

CONCLUZII GENERALE

Obiectivul principal al tezei de doctorat intitulata ,,Studii de incluziune si separare
a unor compusi biochimici utilizdnd receptori macrociclici,, a constat in introducerea de
noi receptori macrociclici pentru recunoasterea molecularda a unor compusi de interes
biologic in scopul separarii acestora. Astfel in aceasta lucrare s-au studiat aspecte privind
recunoasterea moleculara a nucleobazelor (adenina, citozina, guanina, timina si uracil) si a
unor aminoacizi in forma nativa si metilesteri de catre urmatorii receptori macrociclici:
hemicucurbit[6]uril, hemicucurbit[12]uril, cucurbit[7]uril, B-ciclodextrina  si
extractie lichid-lichid si membrane lichide de volum.

Rezultatele experimentale obtinute in cadrul cercetdrilor intreprinse conduc la
formularea urmatoarelor concluzii:

v' S-a evidentiat posibilitatea complexarii adeninei si citozinei cu hemicucurbit[6]uril
(HemiCBJ[6]), receptor utilizat pentru prima data in studii de complexare ale unor
compusi de interes biologic.

v" Datele experimentale obtinute prin spectrometria UV-Vis si de fluorescenta privind
complexarea nucleobazelor cu B-ciclodextrina au indicat formarea unor complecsi

de tipul 1:1, in domeniul de concentratie utilizat. S-au prezentat comparativ valorile

17



constantei de asociere a complecsilor studiati obtinute prin ambele tehnici
spectrometrice.

v’ S-a evidentiat posibilitatea formarii complexului B-CD-timina cu o stoichiometrie
1:1 prin spectrometria UV-Vis.

v" Studiul complexarii citozinei cu 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina a evidentiat rolul
gruparilor functionale regasite in structura receptorului asupra procesului de
complexare.

v Receptorii  hemicucurbit[6]uril si hemicucurbit[12]uril au fost utilizati pentru
prima datd in procese de separare a unor aminoacizi nativi (L-Phe, L-Leu, L-lle, L-
Val, L-Cys, L-Trp) si metilesteri (L-PheOMe, L-LeuOMe, L-SerOMe, L-CysOMe,
L-ValOMe, L-TyrOMe). Rezultatele experimentale obtinute in cazul extractiei
lichid-lichid a aminoacizilor studiati, folosind ca extractanti receptorii HemiCB[6]
si HemiCB[12], evidentiaza afinitatea acestora pentru aminoacizii derivatizati.

v"Abilitatea receptorului HemiCB[6] de a activa ca transportor prin membrane lichide
de volum s-a evidentiat prin rezultatele obtinute in experimentele de transport ale
unor aminoacizi metilesteri prin membrana lichida. S-a realizat un transport activ al
aminoacizilor sub forma de pereche de ioni prin membrana lichidd de volum, sub
actiunea gradientului de pH si in prezenta unui anion pereche provenit de Tropeolin
00.

v" Din studiul transportului prin membrana lichida al aminoacizilor la 24 h si respectiv
48 h s-a observat o crestere a randamentelor de transport si a fluxului de transport
al aminoacizilor o data cu cresterea timpului de agitare.

v" Rezultatele obtinute in studiile de transport ale adeninei prin membrana lichida de
volum folosind D,EHPA (acidul di-(2-etilhexil)fosforic) ca transportor evidentiaza
influenta concentratiei transportorului din membrand, precum si a concentratiei
adeninei din faza sursa asupra randamentului de transport prin membrana lichida.
Transportul prin membrana este activ si se realizeaza sub actiunea unui gradient de
pH intre faza sursa si faza apoasa.

v In concluzie receptorii studiati: hemicucurbit[6]uril, hemicucurbit[12]uril, B-
ciclodextrina,  2-hidroxipropil-p-ciclodextrina,  calix[4]arena,  p-tert-butil-
calix[4]arena, p-tert-butil-calix[6]arena,  5,11,17,23-tetrakis(N-metilpiperazin)
25,26,27,28- tetrahidroxicalix[4]arena, calix[6]arena si acidul di-2-etilhexil fosforic
pot fi utilizati In aplicatii analitice, si anume In procese de separare ale unor

compusi de interes biologic.
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