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INTRODUCERE

Procesele biologice au la bazd ansambluri moleculare complexe construite prin forte
intermoleculare.

Pionieratul oamenilor de stiintd din domeniul chimiei supramoleculare a fost acela de a
incerca sa reproduca in laborator aceleasi ansambluri complexe si subtile, astfel incat acestea sa
poatd imita in mod eficient procesele biologice. Fortele care detin impreund aceste ansambluri
moleculare sunt forte slabe de tip: van der Waals, legaturi de hidrogen, interactii 7 - 7 §i cation - 7,
coordinarea si interactia hidrofoba. Aceste interactii slabe, necovalente, sunt responsabile pentru
plierea proteinelor, transportul selectiv de ioni si molecule prin membrane, reactii enzimatice si
formarea de agregate mai mari.

Recunoasterea moleculara (complexarea) si transportul diferitelor specii chimice si biologice,
reprezintd un aspect important al chimiei supramoleculare cu implicatii in procese biologice, tehnici
analitice, procese de reciclare si mediul inconjurator si de asemenea in cataliza si medicina.

De-a lungul anilor, un numar mare de receptori eficienti si selectivi pentru cationi, anioni,
sdruri i enantiomeri, bazati pe diferite arhitecturi au fost sintetizati si studiati [2].

Alaturi de ciclodextrine, eteri coroana si criptanzi, calix[n]arenele sunt una dintre cele mai
importante clase de receptori macrociclici.

Functionalizarea calixarenelor are ca scop Tmbunatatirea proprietatilor de recunoastere ale
substraturilor cationice, anionice si moleculelor neutre, proprietdti care contribuie la cresterea
selectivitatii receptorilor si a stabilitatii complecsilor formati.

Este binecunoscut faptul ca aminele biogene, aminoacizii, peptidele si proteinele constituie
substraturi fundamentale in procesele biologice si artificiale.

Aminele si aminoacizii sunt printre cele mai importante dintre moleculele naturale ale
sistemelor vii. Aminoacizii sunt constructii bloc de baza in structura proteinei si a altor biomolecule.

Aminele sunt formate in timpul proceselor metabolice normale in organism si sunt prezente
h produsele alimentare de zi cu zi.

Familia calix[n]arenelor este profund implicatd in recunoasterea molecularda a acestor
compusi, mai ales in intelegerea interactiilor specifice biomoleculare care joaca un rol-cheie
chimia supramoleculard moderna.



Lucrarea de fata prezinta ca obiectiv principal, noi aplicatii analitice si biologice ale
receptorilor calixarenici functionalizai prin utilizarea acestora In recunoasterea moleculara a
aminoacizilor alifatici si aromatici nativi si derivatizati.

Lucrarea cuprinde sapte capitole principale si concluzii dintre care primele trei capitole se
refera la partea teoretica iar urmatoarele patru capitole la partea experimentala (originald).

In partea teoreticd sunt prezentate aspecte generale privind recunoasterea compusilor chimici
si biologici cu receptori macrociclici si aspecte privind procesele de separare si complexare ale
acestor compusi cu calix[n]arene functionalizate.

Partea originala este impartita in patru capitole si concluzii dintre care capitolul 4 si capitolul
7 prezinta aspecte referitoare la caracterizarea complecsilor formati Intre receptorii calixarenici
studiati si aminoacizii derivatizati.

Capitolele 5 si 6 prezinta rezultatele obtinute in urma studiilor privind procesele de extractie
lichid — lichid si transport prin membrane lichide pentru o serie de aminoacizi alifatici si aromatici
nativi si derivatizati cu calix[4]arene functionalizate, avand grefate la partea inferioara grupari de

tip: amidice si carboxilice.



PARTEA EXPERIMENTALA

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

4. CARACTERIZAREA COMPLECSILOR SUPRAMOLECULARI -
CALIX[4]JARENA FUNCTIONALIZATA CU GRUPARI CARBOXILICE (1, 4)
SI GRUPARI AMIDICE (2, 3, 5) - AMINOACID DERIVATIZAT-

PRIN SPECTROMETRIE DE MASA

4.1. Consideratii generale

Proprietatile de legare ale unui oaspete de receptorul macrociclic, caracterizarea si dovada
formarii complecsilor gazda-oaspete in solutie, pot fi obtinute prin mai multe metode conventionale
incluzand: rezonanta magneticd nucleara, spectrometria UV-Vis si spectrometria de fluorescenta,
dicroismul circular, difractia cu raze X, calorimetria, conductometria, etc.[2, 166].

Spectrometria de masa este un instrument suplimentar destul de recent, potrivit pentru
studiul in fazd de gaz al interactiilor necovalente implicate in recunoastere moleculard, fiind
publicate diverse comentarii pe aceasta tema [167-172].

In capitolul de fatd, sunt prezentate studii cuplate LC/MS (interfatd de tip electrosparay) si
MS/MS privind formarea complecsilor intre calix[4]arene functionalizate si aminoacizi alifatici si
aromatici.

Aceste studii au fost efectuate in scopul de a compara formarea complecsilor in solutie si in
vid, precum si pentru a arata unele efecte posibile de solvatare datorate solventilor din procesele de

extractie si transport [177].



4.4. Rezultate i discutii

Modelele de ionizare sunt prezentate  tabelul 3 [177].

Tabelul 3. lonizarea ESI a aminoacizilor metilesteri
(valorile m/z boldate indica ionii majori)

Aminoacid

Nr. derivatizat Maszi Polaritate Comp"”af.“er?t MS
(acronim) exacti m/z /atribuire
1 L-TyrOMe 195 6 119/[MH-NH3-CH;0H-COJ*
136/[MH-CH;OCHO]*
147/[MH-NH3-CH;0H]*
179/[MH-NH,]*

196/[MH]*

218/[MNa]*

) 155/[M+0OH"- CO-CHQOJ
194/[M-H]

2 L-TrpOMe 218 +) 132/[MH-CO-CH,0-CH,=NH]*
143/[MH-OH-CH 5-CO-NH;]*
159/[MH-CH;0H-CO]*
170/[MH-OH-CH;0H]"
202/[MH-OHT*

219/[MH]*

241/[MNa]*

3 L-PheOMe 179 ®) 77/[MH-CH;0H-CO-NH;3-C,H,]*
103/[MH-CH3OH-CO-NH,]*
120/[MH-CH,0OH-CO]"
131/[MH-OH-CH;0H]"
163/[MH-OHT"

180/[MH]*

202/[MNa]"

4 L-CysOMe 135 +) 87/[MH-NH3-CH;0H]"
102/[MH-NH;-OHT*
119/[MH-NH;]"
136/[MH]*
158/[MNa]*
269/[My-Hp+H]*
291/[Mz-H,+Na]"*

5 L-ValOMe 131 (+) 132/[MH]*

6 L-SerOMe 119 +) 102/[MH-H,01"
120/[MH]*

7 L-LeuOMe 145 0 146/[MH]*

8 L-1leOMe 145 ©) 146/[MH]"

9 L-TreOMe 133 ) 102/[MH-CH;OH]*
116/[MH-H,0]*
134/[MH]"

Aductii cu sodiu sunt observati doar pentru tirozina, triptofan, fenilalanina si derivatul
cisteinei.

lonizarea negativi este produsa de tirozina metilester doar datorita radicalului siu fenolic. In
scopul evaluarii capacitatii calix[4]arenelor functionalizate de a gazdui un aminoacid metilester, au
fost amestecati impreuna un receptor i un aminoacid Ttr-un raport de 1/9.



Se observa din tabelul 3 ca receptorii 1 si 5 pot fi cu usurintd gazde pentru aminocizii
metilesteri, ca semnalele complecsilor protonati sunt majore sau intense in cadrul spectrelor de masa
dobandite T polaritatea pozitiva. in cazul calixarenei 5 nu se formeaza nici un complex gazda-
oaspete (probabil, datoritd obstacolului steric al gruparilor fenolice functionalizate responsabile
pentru lipsa de incluziune.

Calix 2 interactioneaza slab cu aminoacizii metilesteri, exceptie facand L-TrpOMe. Calix 3
interactioneaza slab numai cu derivatul triptofanului. Cu toate acestea, compusii inruditi ai
calixarenei 3, T special 3/A si 3/C gazduiesc mai bine aminoacizii derivatizati. Receptorul 3/B se
comportd in mod similar cu produsul mama. In toate cazurile, semnalele de masi ale calixarenelor
libere sunt observabile, in sensul ca complexul gazda-oaspete nu a fost cantitativ sau poate fi
defalcat 1 cadrul sursei de ioni. Ionizarea negativdi nu produce nici un semnal care sa ateste
formarea complecsilor gazda-oaspete.

4.5. Concluzii

Capacitatea cali[4]xarenei functionalizate de a prinde un aminoacid metilester poate fi usor
ecranatd, desi observarea formarii ionului molecular protonat al complexului gazda-oaspete este
evidenta in temeiul ionizarii pozitive.

Desi separarea si caracterizarea calixarenelor de sinteza este posibila prin intermediul HPLC
— ESI/MS, T toate incercarile de a efectua izolarea cromatografica a unui complex de incluziune nu
s-au obtinut rezultate concludente, studiile urmand a fi continuate I acest sens. lzolarea ionilor
moleculari, corespunzatori complecsilor gazda-oaspete si disocierea indusd colizional a acestora
conduce in continuare la concluzia ca fragmentarea nu poate sa apara la nivelul celor doi parteneri
CU 0 conservare simultana a includerii aminoacizilor.

Desi prin spectrometrie de masd nu s-au obtinut rezultate evidente privind formarea
complecsilor de incluziune ai aminoacizilor cu calixarenele functionalizate, rezultatele prezentate n
continuarea lucrarii confirma calitatea calix[4]arenelor functionalizate de a actiona ca agenti de
extractie si transportori prin membrane lichide in extractia si transportul unor aminoacizi alifatici si
aromatici, nativi si derivatizati.
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5. STUDIUL EXTRACTIEI AMINOACIZILOR ALIFATICI SI
AROMATICI CU RECEPTORI CALIXARENICI
FUNCTIONALIZATI CU GRUPARI CARBOXILICE (1, 4)
SI GRUPARI AMIDICE (2, 3, 5)

5.1. Consideratii generale

o-aminoacizii prezintd o importantd deosebitd, fiind utilizati in multe domenii ale
industriei farmaceutice, alimentare, cosmetice, etc. In general se obtin prin hidroliza
proteinelor si sunt deci produsi naturali.

Calixarenele sunt molecule in forma de cupa, contin 4, 6 sau 8 grupari fenolice unite
intre ele prin punti de metilen intr-un macrociclu si sunt capabile sa formeze complecsi de
incluziune cu o larga varietate de specii oaspete[181 - 183].

Calixarenele functionalizate in calitate de extractanti s-au dovedit a fi receptori
adecvati in extractia cu solventi, in transportul prin membrane lichide precum si in constructia
senzorilor.

Recunoasterea moleculard a compusilor chimici si biologici de catre calix[n]arene are
la baza interactii multiple necovalente de tipul legaturilor de hidrogen, forte van Der Waals,
legaturi n-1 stacking, cation  si efecte hidrofobe care depind de tipul, forma si flexibilitatea
receptorului si a substratului [184].

Tn ultimii ani, s-au sintetizat o serie de calix[4]arene functionalizate, avand grefate pe
ramura inferioard sau superioard ale calixarenei diverse grupdri functionale capabile sa
mareasca proprietatile acestora privind recunoasterea molecularda a compusilor chimici si
biologici.

5.2. Echilibre de repartitie in extractia lichid-lichid

Extractia lichid-lichid se utilizeaza pentru separarea unor amestecuri de compusi si
consta in punerea in contact a fazei lichide initiale in care se gasesc compusii de separat cu un
solvent nemiscibil sau greu miscibil.

5.2.2. Extractia bazata pe formarea unei perechi de ioni la interfata dintre cele
doua faze

Consideram un sistem eterogen lichid-lichid in care faza apoasd contine atat un
aminoacid T forma protonata in functie de pH cat si un anion A", iar faza organica contine un
ligand macrociclic, L.

Daca anionul A" are dimensiunea si structura compatibila cu ligandul, aminoacidul se
poate extrage din faza apoasa in solventul organic sub forma unei perechi de ioni

(R—NH; A7), iar complexul format va fi de forma (R —NH; LA™) conform echilibrului:
(R=NH; A7), +(L),,, < (R=NH,LA") (1.5)

org org
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cu constanta de extractie K, :

[R - NH;LAi]org
Ke = - (1.6)
[R=NH;A],[L]

org

I care: W — faza apoasa a sistemului
org — faza organica

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

[R—NH;A™] - reprezinta 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 el se formeaza in solutie
pe baza echilibrului:

HA+H,O0 < H,O0" + A (1.7)
caracterizat de constanta de aciditate K :
. [H,O"][A”
[HA]
Aceasta constantd determind domeniul de pH la care predomina A" in solutie.
Ligandul macrociclic L se repartizeaza intre cele doud faze lichide ale sistemului in
baza echilibrului:

(D < (Lo (1.9)

Caracterizat de constanta de repartitie K| :
L
KL — [ ]org (1,10)
[L].

Pe baza echilibrelor individuale prezentate in relatiile (1.1), (1.3), (1.5) si (1.7) se poate
determina echilibrul global al exractiei perechii de 1oni:

(R_NH;)W+(A7)W+(L)OFQ <:}(R_NHSLA)org (111)
Avand constanta globala de extractie Kex:

[R—NH,LA],

o = : (112)

org
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Din reactia de echilibru (1.11) rezulta ca, in faza apoasa trebuie sia se realizeze
conditiile de pH care, in baza echilibrelor (1.1) si (1.7), sa asigure existenta simultana a

speciilor R—NH; si respectiv A™.

Aminoacidul, fiind specia care face obiectul studiului asupra extractiei sale in solventul
organic, rezultd cd specia HAcare furnizeaza anionul de cuplaj A" trebuie aleasa in functie de
valoarea constantei K, a aminoacidului. Daca specia HA are constanta de aciditate K, de
acelasi ordin de marime cu constanta de aciditate K, a aminoacidului, la pH-ul respectiv se
asigura atat formarea speciei R—NH; cat si a speciei A" T proportii insemnate (~50%),
obtinandu-se astfel conditii de optimizare a extractiei.

Deoarece valorile constantelor echilibrelor care implica specii incdrcate si care se

desfasoara in solventul organic sunt foarte mici si deci pot fi neglijate, echilibrul semnificativ
al extractiei se defineste astfel:

(RNH;L), +(A7), < (RNH,LA) (1.13)

si constanta de extractie K',, :

IRNH,LA], »
“ = [RNH LI[A 1. (114

Se defineste, de asemenea, raportul de distributie al aminoacidului intre cele doua faze
(org) si (w), astfel:

D [R - NHSLA]org (1 15)
[R—NH,], +[R—NH;], '

Raportul de distributie D, definit ca raportul dintre concentratia aminoacidului la
echilibru 1n faza organica si in faza apoasa, serveste ca o masura a extractibilitatii si stabilitatii
complexului format intre ligand §i aminoacid in faza organica.

5.3. Conditii experimentale

5.3.1. Reactivi utilizati in procesele de extractie si re-extractie

= Calix 1 ( 25, 27 dihidroxi-26, 28 dicarboxil-p-ter¢butil-calix[4]arend);

= Calix 2 (25 27 dihidroxi-26, 28 dihidroxi-izopropil-diamida-p-tertbutil-
calix[4]arend);

= Calix 3 (25, 27 dihidroxi-26, 28 trihidroxi-tertbutil-diamida-p-zerf-butilcalix[4]arend);

= Calix 4 (25, 26, 27, 28 tetracarboxil-p-tertbutil-calix[4]arena);

= Calix 5 (25, 26, 27, 28 tetrahidroxietil-etoxi-amida-p-tertbutil-calix[4]arena ).
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Calixarenele 1-5 au fost sintetizate  laboratorul Laboratoire de Conception
Moléculaire al Universitatii din Strasbourg, Franta (fig. 52) [178, 179].

Figura 52. Structurile calix[4]arenelor functionalizate

= Aminoacizii alifatici si aromatici metilesteri hidroclorurati §i nativi L-amino (L-
leucina (L-Leu), L-serind (L-Ser), L-izoleucina (L-lle), L-valina (L-Val), L-cisteina
(L-Cys), L-treonina (L-Thr) si aminoacizii aromatici; L-triptofan (L-Trp), L-
fenilalanina (L-Phe) si L-tirozina (L-Tyr)), puritate > 98%, producator Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Germania) (fig. 49, cap. 4.2.1);

= Cloroform, puritate analitica, producator Merck (Darmstadt, Germania);

= Solutie tampon (NaOAc/HCI, MES/NaOH, HEPES/NaOH, TAPS/NaOH si AMP/HCI),
puritate analitica, producator Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Germania)

*  Apa bidistilata (Millipore)
5.3.2. Dispozitive si aparatura de lucru
Extractiile si re-extractiile aminoacizilor alifatici si aromatici cu calix[4]arnele
functionalizate 1-5 s-au realizat in palnii de separare iar solutiile stoc s-au preparat T baloane
cotate de 25 si 50 ml. Pentru cantarirea compusilor s-a utilizat balanta analiticd iar pentru
citirea absorbantelor celor doua faze s-a utilizat spectrofotometrul UV-VIS Jasco V-530. pH-
ul solutiilor de aminoacizi s-a masurat cu un pH-metru cu electrod de sticla si electrod de

referinta.

Extractia procentuala a fost calculata dupa relatia Pedersen [26], astfel:
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E% = AOA;AxlOO (1.19)

unde: A, - absorbanta fazei apoase inainte de extractie;

A - absorbanta fazei apoase dupa extractie;
sau considerand concentratiile solutiilor, expresia (1.19), poate fi scrisa:

E% =[(C, —C)/C,]=100 (1.20)

unde: C,si C sunt concentratiile initiale si finale, Tnainte i dupa extractie.
Fiecare experiment a fost repetat de 5 ori.

Constantele de extractie s-au calculat conform relatiei:

_ [R-NH;L] (L.4)
* [R—NH;][L] '

T care: [R—NH; L] - reprezinta concentratia complexului dupa extractie (mol/L);
[R—NH;] - reprezinta concentratia aminoacidului in faza apoasa minus concentratia

complexului (mol/L);
[L] - reprezintd concentratia calixarenei in faza organicd minus concentratia
complexului (mol/L).
Coeficientul de extinctie s-a determinat prin legea Beer:
&= A (1.21)
c-l

unde: A — reprezintd absorbanta aminoacidului dupd extractia acestuia cu calixarena
derivatizata;

C — reprezintd concentratia initiald a aminoacidului;
| — reprezinta lungimea cuvei utilizate (1 cm).

5.4. Rezultate si discutii

5.4.1. Influenta pH-ului in procesul de extractie

5.4.1.1. Influenta pH-ului h cazul aminoacizilor aromatici metilesteri

Rezultatele extractiei celor patru receptori calixarenici, in functie de pH-ul solutiei
apoase de aminoacid aromatic metilester, sunt prezentate N figurile 54, 55 si 56.
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L-TrpOMe

Calix 1 | Calix 2 | Calix 3 | Calix 5
pH (E%) (E%) (E%) (E%)
1.4 0 12 0
4,7 2,9 4,1 1,3
2,7 4,4 6,1 3,4
42,1 22,1 24,5 34,8
2,2 13,1 7,1 11,2
0 5.2 2,1 7.4
15 0 0 1,0
0 0 3,2 1,7

o
o

L-TrpOMe (0.25 mM)

) 40 L ]
=M *
o 30
o
@ 20 ‘
=
X
) 10 7y
0 .’ .LI—V—I—Q—I—I—.-A—

3 4 5 6 7 8 9

¢le2 3e5

10 11 12

pH

Figura 54. Variatia extractiei in functie de pH, pentru L-TrpOMe cu calix[4]arenele 1,2,3 si 5 [186]
(CL-TrpOMe:215X1O-4M in solu‘;ie apoasa; Ccaiix 1=Ccaiix 2=Cecaiix 3=Ccalix 5:5X10_4M n cloroform; T:25°C).

L-PheOMe

Calix 1 | Calix 2 | Calix 3 | Calix 5

(E%) | (E%) (E%) (E%)
0 0,3 0 0,5
0 0 0 0
8,1 12,8 0 9,9
35,8 22,7 16,8 16,8
8,4 51 21 4,5
75 1,0 3,5 2,1
1,0 0 0 0
0 0 0 1,0

L-PheOMe (1.0 mM)

40
_ A
X 30
2 A
§ 20 i A
E 10 i
0+—Ah—A—— —v—‘—v—A—v—v—A'v—

1 12

pH

Al1A2 3A5

Figura 55. Variatia extractiei in functie de pH, pentru L-PheOMe cu calix[4]arenele 1,2,3 si 5 [186]
(CLpreome=1x10"M 1n solutie apoasi; Ccaiix1=Cecaiix 2=Ccaix 3=Ccaiix s5=5X10*M T cloroform; T=25°C).

L-TyrOMe

Calix 1 | Calix 2 | Calix 3 | Calix 5
(E%) | (E%) (E%) (E%)

4,9 0 4,7 3,0
4,5 4,1 33 2,4
34 34 1,2 3,3
13,9 538 9,3 6,4
7,9 3,2 21 3,2
4,3 11 0 2,5
0 0 0 0
1,0 0 0 0

Extractie [%]

15

L-TyrOMe (1.0 mM)

10

Figura 56. Variatia extractiei in functie de pH, pentru L-TyrOMe cu calix[4]arenele 1,2,3 5i 5 [186]
(CL1yrome=1x10"*M in solutie apoasd; Ccaiix 1=Ccatix 2=Ccatix 3=Ccaiix 5=5X10*M T cloroform; T=25°C).

Dupa cum se observa din graficele de mai sus, pH-ul optim al solutiei apoase de
aminoacid in procesul de extractie este 5,5.
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Ordinea randamentelor de extractie pentru cei trei aminoacizi metilesteri la pH ~ 5,5
este: L-TrpOMe > L-PheOMe > L-TyrOMe.

Din punct de vedere al ligandului, la pH ~ 5,5, cel mai bun extractant este Calix 1
pentru toti cei trei aminoacizi cu un randament de extractie de 42,1 % 1n cazul L-TrpOMe,
35,8 % N cazul L-PheOMe si 13,9 % T cazul L-TyrOMe. Ordinea celorlalti compusi
calixarenici este diferitd de la un aminoacid la celalalt. Cea mai mica valoare a randamentului
de extractie la pH 5,5 este in cazul aminoacidului L-TyrOMe extras de Calix 2, avand
extractibilitatea 5,8 %.

5.4.4. Studiul extractiei si re-extractiei aminoacizilor aromatici metilesteri
cu calix[4]arene functionalizate

5.4.4.1. Extractia si re-extractia aminoacizilor aromatici cu calix[4]arena functionalizati 1

Spectrele obtinute in urma extractiei si re-extractiei aminoacizilor aromatici metilesteri
cu calixarena derivatizata 1 sunt prezentate h figura 66.

15
L-TrpOMe L-PheOMe
A=278 nm A=257 nm
1k
Abs
056
0 ! . ! . ! . i 0 ] . ! e
235 260 280 300 310 235 260 280 300
Wavelength[nm] Wavelength[nm]

L-TyrOMe
A=274 nm

1 . I .
235 260 280 300 310
Wavelength[nm]

Figura 66. Spectrele UV-Vis obtinute in procesele de extractie si re-extractie ale
aminoacizilor aromatici metilesteri cu Calix 1.
( ) spectrul UV-Vis inainte de extractie; ( ) spectrul UV-Vis dupa extractie;
( ) spectrul UV-Vis dupi re-extractie.

Rezultatele obtinute 1n cazul extractiei si re-extractiei aminoacizilor aromatici
metilesteri cu calix[4]arena functionalizatd 1 sunt prezentate T tabelul de mai jos:
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Din tabelul 6, se poate observa ca ordinea de descrestere a extractiei celor trei

Tabelul 6. Extractia si re-extractia aminoacizilor aromatici cu Calix 1
(CLrrpome=2,5%10"*"M; CLpheome=1x10""M; C1yrome=1x10"M 1in solutie apoasi;
Ccaix 1=5%10™*M T cloroform, T = 25°C).

Calix 1
Aminoacid | Extractie | RSD | Re-extractie | RSD
(%) (%) (%) (%)
L-TrpOMe 50,1 2,4 49,2 1,8
L-PheOMe 23,8 1,5 11,5 0,9
L-TyrOMe 12,4 1,2 10,1 1,3

aminoacizi este urmatoarea:

Dupa cum se observa, atat in cazul extractiei cat si In cazul re-extractiei, cele mai mari

L-TrpOMe (50,1%) >L-TyrOMe (23,8%) >L-PheOMe (12,4%)

valori ale procentelor de extractie si re-extractie se regasesc la aminoacidul L-TrpOMe.

Atat structura aminoacidului cat si hidrofobicitatea influenteaza modul de manifestare

al acestuia [175].

Spectrele UV-Vis obtinute in procesele de extractie si re-extractie ale celor trei

5.4.4.3. Extractia si re-extractia aminoacizilor aromatici cu
calix[4]arena functionalizati 3

aminoacizi cu Calix 3 sunt prezentate T figura 68.
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Figura 68. Spectrele UV-Vis obtinute in procesele de extractie ale
aminoacizilor aromatici metilesteri cu Calix 3.
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( ) spectrul UV-Vis inainte de extractie; ( ) spectrul UV-Vis dupa extractie;
( ) spectrul UV-Vis dupi re-extractie.

Valorile procentelor de extractie si re-extractie ale aminoacizilor aromatici metilesteri
cu calix[4]arena functionalizata 3 sunt prezentate T tabelul de mai jos:

Tabelul 8. Rezultatele obtinute in cazul extractiei si re-extractiei aminoacizilor aromatici cu Calix 3
(CLripome=2,5%10""M; Cppreome=1¥10"M; C(1yrome=1x10"°M 1in solutie apoasi;
Cecaix 3=5x10™M T cloroform; T = 25°C).

Calix 3
Aminoacid | Extractie | RSD | Re-extractie | RSD
(%) (%) (%) (%)
L-TrpOMe 61,1 2,7 57,1 3,3
L-PheOMe 21,4 1,6 20,7 2,1
L-TyrOMe 16,7 2,5 8,2 2,2

Din tabelul 8, se observa ca aminoacidul L-TrpOMe este extras de Calix 3 in proportie
de 61,1 % si se regaseste dupd re-extractie In faza apoasa acida (pH 1,5) 1n proportie de
57,1 %. In cazul extractiei aminoacidului L-PheOMe (21,4 %), acesta se regaseste in faza
apoasa acida intr-un procent de 20,7 % .

L-TyrOMe este extras de Calix 3 in proportie de 16,7 % si se regaseste in faza apoasa
acida in proportie de 8,2 %. Ca si in cazul calix[4]arenei derivatizatd 2, ordinea extractiei este
L-TrpOMe > L-PheOMe > L-TyrOMe.

5.4.4.5. Extractia si re-extractia aminoacizilor aromatici cu calix[4]arena functionalizata 5

Spectrele UV-Vis obtinute in procesul de extractie al aminoacizilor L-TrpOMe si L-
PheOMe cu Calix 5 sunt prezentate i figura 70.

1.5 018
L-TrpOMe L-PheOMe
A=278 nm 0.15 2=257 nm
L L
I 0.1
Abs Abs
05 0.0
0 | s | s | s I 0 | s | | n
235 260 280 300 310 235 260 280 300
Wavelength[nm] Wavelength[nm]

Figura 70. Spectrele UV-Vis obtinute in procesele de extractie ale
aminoacizilor aromatici metilesteri cu Calix 5.
( ) spectrul UV-Vis inainte de extractie; ( ) spectrul UV-Vis dupa extractie;
( ) spectrul UV-Vis dupi re-extractie.
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Randamentele de extractie si re-extractic ale aminoacizilor aromatici metilesteri cu
calix[4]arena functionalizata 5 sunt prezentate mai jos:

Tabelul 10. Rezultatele obtinute in cazul extractiei si re-extractiei aminoacizilor aromatici cu Calix 5
(CLripome=2,5%10""M; Cppreome=1¥10"M; C(1yrome=1x10"*M 1in solutie apoasi;
Cecaix4=5x10™*M T cloroform; T = 25°C)

Calix 5
Aminoacid | Extractie | RSD Re-extractie | RSD
(%) (%) (%) (%)
L-TrpOMe 65,8 2,3 62,0 0,9
L-PheOMe 13,5 3,5 10,1 0,7
L-TyrOMe 6,3 1,3 1,9 0,2

Din tabelul 10, se poate vedea ca ordinca de descrestere a extractiei celor trei
aminoacizi este urmatoarea: L-TrpOMe (65,8 %) >L-PheOMe (13,5 %) >L-TyrOMe (6,3 %).

Atat extractia, cat si re-extractia variaza la fel ca in cazul receptorului 2 T sensul L-
TrpOMe > L-PheOMe > L-TyrOMe.

Ca si la ceilalti receptori, atat in cazul extractiei cat si in cazul re-extractiei, cele mai
mari valori ale randamentelor de extractie si re-extractie se regasesc la aminoacidul L-

TrpOMe. Atat structura acestuia cat si hidrofobicitatea influenteazd modul de legare al
acestuia.

5.4.5. Studiul extractiei si re-extractiei aminoacizilor alifatici metilesteri
cu calix[4]arene functionalizate

5.4.5.1. Extractia si re-extractia serinei metilester cu
calix[4]arenele functionalizate 1, 2, 3 §i 5

Serina este unul dintre cei doi Structura serinei metilester este
aminoacizi hidroxil. Atat serina cat si alanina  prezentata mai jos in figura 71.
sunt I general considerate hidrofile datorita
capacitatii de lipire a acestora de hidrogen din
gruparea hidroxil. Serina difera de alanina prin
faptul ca unul dintre hidrogenii din gruparea
metilen se inlocuieste cu o grupre hidroxil.

Figura 71. Structura serinei metilester
Spectrele UV-Vis obtinute in urma extractiei L-SerOMe cu receptorii calixarenici 1, 2,
3 si 5 sunt prezentate 1 figura 72.
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Figura 72. Spectrele UV-Vis obtinute in procesele de extractie ale
L-SerOMe cu Calix 1, 2, 3, 5.

Calix 1 (A =282,5 nm) ( ) spectrul UV-Vis inainte de extractie; ( ) spectrul UV-Vis dupa extractie;

Calix 2 (A =281 nm) ( ------- ) spectrul UV-Vis inainte de extractie; ( ) spectrul UV-Vis dupa extractie;
Calix 3 (A =280 nm) ( ) spectrul UV-Vis inainte de extracti; ( ) spectrul UV-Vis dupa extractie;
Calix 5 (A =280,5 nm) ( ) spectrul UV-Vis inainte de extractie; ( ) spectrul UV-Vis dupa extractie;

Rezultatele obtinute in cazul extractiei si re-extractiei serinei metilester cu
calix[4]arenele functionalizate 1, 2, 3 si 5 sunt prezentate  tabelul 11.

Tabelul 11. Rezultatele obtinute in cazul extractiei si re-extractiei serinei metilester cu calix[4]arenele
functionalizate 1,2, 3 si 5
(CL.SerOMe:].XlO_:SM in sol. apoasé); Cealix 1= Ccalix 2= Ccaiix 3= Ccalix 5:5X10_4M n cloroform; T = 25°C)

L-SerOMe
Receptor | Extractie | RSD | Re-extractie | RSD
(%) | (%) (%) (%)
Calix 1 12,8 0,9 6,2 1,1
Calix 2 17,8 0,7 17,9 2,5
Calix 3 18,2 2,1 3,1 0,4
Calix 5 44,2 2,4 0,8 0,2

Ordinea extractiei aminoacidului cu calixarenele derivatizate 1, 2, 3 si 5 este urmatoarea:
Calix 5 (44,2 %) > Calix 3 (18,2 %) > Calix 2 (17,8 %) > Calix 1 (12,8 %).

Gruparea hidroxil din structura serinei metilester, induce acesteia o comportare
hidrofila. In urma extractiei aceasta are afinitate mai mare pentru calixarena tetraamida 5 decét
pentru celelalte calixarene legandu-se posibil, de lanturile hidrocarbonate din partea inferioara
a calixarenei.

Daca in cazul extractiei, valorile cresc de la receptorul calixarenic 1 la receptorul 5,
cazul re-extractiei, valorile scad de la receptorul 1 la receptorul 5.
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Tn cazul re-extractiei, calixarena 1 cu doud grupari carboxil in structura ei, elibereazi
cel mai usor aminoacidul in faza apoasa acida (pH=1,5) iar calixarena 5 cu patru grupari
amide ramane puternic legata de aminoacidul extras din faza apoasa.

5.4.5.3. Extractia si re-extractia leucinei metilester cu calix[4]arenele
functionalizate 1, 2, 3 §i 5

Leucina ca si izoleucina si valina,
prezintd o ramificatie in lantul alifatic. in
comparatie cu valina, leucina are o grupare
metilen suplimentard, dar ambele sunt
hidrofobe si in general inglobate in pliurile
proteinei.

Structura leucinei metilester este
prezentata in figura 75.

Figura 75. Structura leucinei metilester

Spectrele UV-Vis obtinute in urma extractiei si re-extractiei L-LeuOMe cu Calix 1, 2,
3 si 5 sunt prezentate  figura 76.
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Figura 76. Spectrele UV-Vis obtinute in procesele de extractie ale
L-LeuOMe cu Calix 1, 2, 3, 5.

Calix 1 (A =282,5 nm) ( ) spectrul UV-Vis inainte de extractie; ( ) spectrul UV-Vis dupa extractie;

Calix 2 (A =281 nm) ( ------- ) spectrul UV-Vis inainte de extractie; ( ) spectrul UV-Vis dupa extractie;
Calix 3 (A =280 nm) ( ) spectrul UV-Vis inainte de extracti; ( ) spectrul UV-Vis dupa extractie;
Calix 5 (A =280,5 nm) ( ) spectrul UV-Vis inainte de extractie; ( ) spectrul UV-Vis dupa extractie;

Valorile extractiei si re-extractiei aminoacidului alifatic cu calix[4]arencle
functionalizate sunt prezentate i tabelul 13.
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Tabelul 13. Extractia si re-extractia leucinei metilester cu calix[4]arenele functionalizate 1, 2, 3 i 5
(CL-Leuome=1x10"*M 1in sol. apoasi; Ccaix 1= Ceaiix 2= Ccaiix 3= Ccaiix s=5X10™*M T cloroform; T = 25°C.)

L-LeuOMe
Receptor | Extractie | RSD | Re-extractie | RSD
(%) | (%) (%) (%)
Calix 1 33,1 2,7 - -
Calix 2 - - - -
Calix 3 27,5 3,9 5,0 1,6
Calix 5 73,1 3,5 - -

T cazul L-LeuOMe, ordinea de descrestere a extractiei este aceeasi ca si in cazul

izoleucinei si anume:
Calix 5 (73,1 %) > Calix 3 (27,5 %) > Calix 1 (33,1 %) > Calix 2 (0,0 %)

In cazul extractiei celor doi aminoacizi alifatici izomeri cu calixarena 2 diacidi se
poate observa din grafic ca leucina nu se extrage, iar randamentul pentru izoleucind este foarte
mic (1,7 %).

Cele doua grupari carboxil grefate pe structura calixarenei 2 influenteaza extractia
celor doi aminocizi.

Ligandul 3, este singurul care elibereaza aminoacidul in faza apoasa acida in urma re-
extractiei cu un randament de 5,0 %.

5.4.5.4. Extractia si re-extractia valinei metilestercu calix[4]arenele
functionalizate 1, 2, 3 si 5

Valina, un aminoacid esential, este hidrofoba si se gaseste de obicei T interiorul
proteinei. Valina difera de treonina prin inlocuirea gruparii hidroxil cu o grupare metil.

Valina si treonina sunt aproximativ de aceeasi forma si volum. Este dificil chiar si intr-
o structura de inalta rezolutie a unei proteine pentru a distinge valina de treonina.

Structura valinei metilester este prezentata in figura 77.

Figura 77. Structura valinei metilester

Spectrele UV-Vis obtinute in urma extractiei si re-extractiei L-ValOMe cu Calix 1, 2,
3 si 5 sunt prezentate 1 figura 78.
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Figura 78. Spectrele UV-Vis obtinute in procesele de extractie ale
L-ValOMe cu Calix 1, 2, 3, 5.

Calix 1 (A =282,5 nm) ( ) spectrul UV-Vis inainte de extractie; ( ) spectrul UV-Vis dupa extractie;

Calix 2 (A =281 nm) ( ) spectrul UV-Vis inainte de extractie; ( ) spectrul UV-Vis dupa extractie;
Calix 3 (A =280 nm) ( ) spectrul UV-Vis inainte de extracti; ( ) spectrul UV-Vis dupa extractie;
Calix 5 (A =280,5 nm) ( ) spectrul UV-Vis inainte de extractie; ( ) spectrul UV-Vis dupa extractie;

Valorile procentelor de extractie si re-extractie ale aminoacidului valina metilester cu
calix[4]arenele functionalizate 1, 2, 3 si 5 sunt prezentate T tabelul 14.

Tabelul 14. Extractia si re-extractia valinei metilester
cu calix[4]arenele functionalizate 1, 2, 3 §i 5
(CL_Va|OMe:1XlO_3M in sol. apoasa; Ceaiix 1= Ccalix 2= Ccaiix 3= Ccalix 5:5X10_4M n cloroform; T = 25°C)

L-ValOMe
Receptor | Extractie | RSD | Re-extractie | RSD
(%) (%) (%) (%)
Calix 1 51,4 2,8 - -
Calix 2 - - - -
Calix 3 45,1 2,2 18,0 2,7
Calix 5 28,2 4,5 15 2,1

Ca si in cazul leucinei, receptorul 2 nu extrage aminoacidul din faza apoasa.

Dacd la aminoacizii prezentati anterior, cel mai bun extractant este calixarena
derivatizata 5, T cazul valinei metilester, cel mai bun extractant este calixarena 1 (51,4 %),
urmatd de calixarena 3 cu un randament de 45,1 % si calixarena 5 cu un randament de
extractie de 28,2 %. In cazul re-extractiei, receptorul 3 elibereaza aminoacidul in faza apoasi
acida cu un randament de 18,0 %.
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5.4.5.5. Extractia i re-extractia cisteinei metilester cu calix[4]arenele
functionalizate 1, 2, 3 §i 5

Cisteina este unul dintre cei doi aminoacizi care contin sulf; celalalt este metionina.
Cisteina difera de serina printr-un singur atom — atomul de sulf din gruparea tiol inlocuieste
atomul de oxigen din gruparea hidroxil.

Luand  considerare diferentele, de exemplu dintre H,O si H,S, cei doi aminoacizi
sunt totusi, mult mai diferifi in proprietatile lor fizice si chimice decat ar putea sugera
asemanarea lor.

Structura cisteinei metilester este prezentatd T figura 79.

Figura 79. Structura cisteinei metilester

Cisteina, joaca un rol-cheie T stabilizarea proteinei extracelulare. Cisteina poate
reactiona cu ea insasi pentru a forma un dimer oxidat de formare a unei obligatiuni disulfit.
Tntr-o celuld mediul este prea puternic pentru formarea disulfitului, dar T mediul
extracelular, disulfitul se poate forma si joacd un rol-cheie W stabilizarea multor astfel de
proteine extracelulare, cum ar fi enzimele digestive ale intestinului subtire.
Spectrele UV-Vis obtinute in urma extractiei si re-extractiei L-CysOMe cu Calix 1, 2,
3 si 5 sunt prezentate  figura 80.
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Figura 80. Spectrele UV-Vis obtinute in procesele de extractie ale
L-CysOMe cu Calix 1, 2, 3, 5.

Calix 1 (A =282,5nm) ( ) spectrul UV-Vis inainte de extractie; ( ) spectrul UV-Vis dupa extractie;

Calix 2 (A =281 nm) ( ) spectrul UV-Vis inainte de extractie; ( ) spectrul UV-Vis dupa extractie;
Calix 3 (A =280 nm) ( ) spectrul UV-Vis inainte de extracti; ( ) spectrul UV-Vis dupa extractie;
Calix 5 (A =280,5 nm) ( ) spectrul UV-Vis inainte de extractie; ( ) spectrul UV-Vis dupa extractie;
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Valorile extractiei si re-extractiei cisteinei metilester cu calix[4]arenele functionalizate
sunt prezentate T tabelul 15.

Tabelul 15. Extractia si re-extractia cisteinei metilester cu calix[4]arenele functionalizate 1, 2, 3 §i 5
(CLcysome=1x10"M in sol. apoasd; Ccaix1= Ccatix 2= Ccaiix 3= Ceaiix 5=5%10*M T cloroform; T = 25°C.)

L-CysOMe
Receptor | Extractie | RSD | Re-extractie | RSD
(%) (%) (%) (%)
Calix 1 28,8 3,3 1,1 0,6
Calix 2 - - - -
Calix 3 22,8 2,8 - -
Calix 5 30,2 2,5 1,2 0,3

Din tabelul de mai sus, se poate vedea ca ordinea in care are loc extractia

aminoacidului este urmatoarea:
Calix 5 (30,2 %) > Calix 1 (28,8 %) > Calix 3 (22,8 %) > Calix 2 (0,0 %)

Tn cazul re-extractiei, regasirea aminoacidului in faza apoasa acida (pH=1,5) are loc cu
un randament foarte slab numai T cazul receptorilor 1 (1,1 %) si 5 (1,2 %).

Ca si la ceilalti doi aminoacizi (leucind si valind) si in cazul cisteinei, receptorul 2
diacid nu extrage aminoacidul din faza apoasa.

Atat structura aminoacidului cat si hidrofobicitatea acestuia influenteaza modul de
manifestare al extractiei.

5.4.6. Extractia aminoacizilor aromatici metilesteri cu diferite concentratii
de compus calixarenic

Pentru a vedea cum variazd randamentele de extractie in functie de concentratia
diferita de ligand, s-au realizat extractii pentru cei trei aminoacizi aromatici metilester de
concentratie (1 x 10'3M) cu concentratii variate de Calix 3, respectiv (10'4|\/I; 2 x 10*M; 2,5 x
10*M si 5 x 107*M).

60

@ L-TyrOMe
0 L-PheOMe
A L-TrpOMe

50 |
R? = 0,9842

40

S
£ 30
Q
©
2
al 20 | R?=0,9471
10
R? =0,8729
®
0
1 15 2 2,5 3 4 5

[Calix 3] (M x 10-*M)
Figura 83. Extractia aminoacizilor aromatici in functie de concentratia de ligand[175].
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Se poate observa ca extractia lui L-TrpOMe este relativ mai mare decét cea
corespunzatoare aminoacizilor L-PheOMe si L-Tyr-OME. Ca atare, receptorul 3 se comporta
selectiv in extractia aminoacizilor aromatici de mai sus.

5.4.8. Studiul stoechiometriei aminoacizilor aromatici metilesteri Th
raport cu cali[4]arenele functionalizate

5.4.8.1. Determinarea raportului de distributie (D)

Raportul de distributie se calculeaza cu formula de mai jos:

D _ [RNH 3L]0rg

= m (EC. 1.23)

unde: [RNH,L],,,- reprezintd concentratia aminoacidului in faza organica

[RNH,], - reprezintd concentratia aminoacidului in faza apoasa

Pentru a calcula concentratia aminoacidului T faza organica, s-a determinat intdi concentratia
complexului prin legea Beer, astfel:

A=g-c| (1.25)

de unde: concentratia complexului, [complex] = AI (1.26)
g .

iar concentratia aminoacidului din faza apoasa [A],, , este datd de concentrafia initiald a

aminoacidului minus concentratia complexului [complex].

Raportul de distributie D, va lua forma de mai jos:

_ [complex]
~ ([AA]-[complex])

(1.27)

Raportul de distributie obtinut cu formula de mai sus s-a logaritmat si s-a reprezentat
grafic in functie de logaritmul concentratiilor de ligand. Din panta dreptei obtinuta grafic
printr-o dependentd liniara ligand — aminoacid, Ss-a determinat stoechiometria formarii
complecsilor.
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5.4.8.2 Raportul de combinare al L-TrpOMe cu calix[4]arenele functionalizate 1, 2, 3 §i 5

Reprezentarea grafica a logaritmului coeficientului de distributie in functie de
logaritmul concentratiei de ligand pentru aminoacidul L-TrpOMe, cu calix[4]arenele
functionalizate 1, 2, 3 si 5, la pH 5,5 (tampon MES/NaOH), este data in figura 86.

L-TrpOMe ecCalix 1| R?=0,958
-1.5 ® calix 2| R2=0,9556

1 Calix 3| R2 =0,9593
?, ° gj ® Calix 5 *RZ = 0,8449
= -0.5 /—‘.

0 . . . . .

32 -34 -36  -38 -4 4,2

log [L]

Figura 86. Raportul de combinare al L-TrpOMe cu Calix 1,2,3 5i 5

Din figura de mai sus se observa ca pentru toti cei patru compusi calixarenici existd o
dependentd intre coeficientul de distribugie si concentratia de ligand. Din panta dreptei se
obtine un raport de combinare de 1:2, aminoacid:calix[4]arend pentru toti cei patru complecsi
formati intre L-TrpOMe si calixarenele functionalizate 1-5.

Gruparile functionale introduse 1n structura ligandului macrociclic au un rol important
in determinarea stoechiometriei formarii complecsilor.

5.4.8.3. Raportul de combinare al L-PheOMe cu calix[4]arenele functionalizate 1, 2, 3 5i 5
Reprezentarea graficd a logaritmului coeficientului de distributie in functie de

logaritmul concentratiei de ligand pentru L-PheOMe cu calix[4]arenele 1, 2, 3 si 5 conduce la
un raport de combinare de 1:2, aminoacid-ligand.

L-PheOMe ® Calx1| R?=0,9882
2 #Calx2 | R2=0,9918
a -15 - . Calix 3 | R?=0,9124
2 1 w23 ® Calix5 | R?=0,9102
2 05
O T 1 1 1 1 1
32 34 36 -38 -4 42
I log (L], I

Figura 87. Raportul de combinare al L-PheOMe cu Calix 1,2,3 5i 5

Din graficele de mai sus se observa ca raportul de combinare este de 1:2 aminoacid-
receptor calixarenic.

28



Se poate conclude ca structura aminoacidului si hidrofobicitatea acestuia influenteaza
puternic extractia si modul de combinare al acestuia cu agentul de complexare.

5.4.9. Determinarea constantelor de extractie ale aminoacizilor aromatici
metilesteri cu calix[4]arene functionalizate

Determinarea constantelor de extractie ale aminoacizilor aromatici metilesteri dintr-0
faza apoasa intr-o faza organica s-a realizat in doua etape, astfel:

1. Determinarea coeficientului de extinctie &

Pentru a determina coeficientul de extinctie &, S-au facut extractii la pH = 5,5 folosind
o concentratie foarte micd de aminoacid si o concentratie mare de ligand, astfel incat ligandul
s extragd intreaga cantitate de aminoacid.

Coeficientul de extinctie ¢, s-a calculat dupa legea Beer-Lambert-Bouguer:

A=¢-c-l
de unde:
A
&e=— (ec.1.21)
c-l
A — reprezintd absorbanta aminoacidului dupd extractia acestuia cu calixarena
derivatizata.

C — reprezinta concentratia initiala a aminoacidului
| — reprezinta lungimea cuvei utilizate (1 cm)

2. Determinarea constantelor de extractie K,

Pentru determinarea constantelor de extractie, s-au realizat extractii la pH = 5,5
(tampon MES/NaOH) mentinandu-se concentratia aminoacidului constanta si variind
concentratia ligandului.

Formarea complexului calixarena-aminoacid are la baza urmatoarea reactie:

R-NH, +L< R-NH,L (1.28)
Tcare: R—NH, - reprezinta aminoacidul aromatic sau alifatic
L — calix[4]arena 1, 2, 3, sau 5
R—NH, L - reprezintd complexul format in urma extractiei
Constanta de extractie este prezentatd mai jos, sub forma:
_ [R=NH;L]
" [R—NH;I[L]

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

(ec. 1.4)

[R—NH,] - reprezinta concentratia aminoacidului in faza apoasa minus
concentratia complexului (mol/L)
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[L] - reprezintd concentratia calixarenei in faza organica minus
concentratia complexului (mol/L)

Concentratia complexului aminoacid-ligand, dupa extractie se determina din legea Beer, astfel:
A=¢-c-l
de unde:

c= A (ec. 1.26)
&1

I care: A — reprezinta absorbanta fazei apoase dupa extractie
€ - reprezinta coeficientul de extinctie calculat anterior (ecuatia 1.21)
L — lungimea cuvei (1 cm)

Pentru fiecare aminoacid T parte, s-au determinat trei constante de extractie pentru
concentratii diferite de ligand si s-a facut o medie a acestora. Rezultatele obtinute sunt
prezentate T tabelul 19.

Tabelul 19. Constantele de extractie ale aminoacizilor aromatici
metilesteri cu calix[4]arenele functionalizate 1,2,3 si 5

Aminoacid
CALIX L-TrpOMe L-PheOMe L-TyrOMe
Er=278 Log K €)= 257 Log K Er=274 Log K
(L/mol-cm) & (L/mol-cm) & (L/mol cm) &
1 4970 3,19 + 0,05 2320 2,38+0,10 2280 2,21+£0,08
2 2348 3,84 + 0,08 2756 2,93 +0,09 - -
3 5420 3,00 £ 0,06 2427 2,19+ 0,07 2376 2,24+ 0,06
5 4780 3,06 + 0,07 2523 2,90 £ 0,09 - -

C aminoacid = 3,0 X 10° = 25X 10" M; C jigang = 1.0 x 10* — 5.0 x 10™* M;
pH = 5,5 (MES/NaOH tampon), T = 25° C. [189]

Dupa cum se observa din tabelul 19, exista diferente clare intre constantele de extractie
ale celor trei aminoacizi aromatici.

Constantele de extractie ale L-TrpOMe sunt mai mari decat ai celorlalti doi aminoacizi

pentru toti compusii calixarenici. De mentionat este faptul ca L-TrpOMe este cel mai hidrofob
dintre cei trei aminoacizi si are selectivitatea cea mai mare.
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5.6. Concluzii

Din capitolul de mai sus, in urma rezultatelor prezentate se pot obtine urmatoarele
concluzii:

Structura ligandului si hidrofobicitatea aminoacidului influenteaza eficienta extractiei.

Rezultatele experimentale sugereaza faptul ca atdt aminoacizii aromatici nativi si
derivatizati cat si aminoacizii alifatici sunt extrasi din faza apoasa in faza organica de catre
calixarenele functionalizate 1-5 cu randamente cuprinse mtre 2,3 % (L-Tyr) — 10,2 % (L-Trp)
in cazul aminoacizilor aromatici nativi si 1,0 % (L-TyrOMe) — 73,1 % (L-LeuOMe).

Extractibilitatea este esential controlatd de structura calixarenelor functionalizate, de
pH si de natura aminoacidului.

Tn cazul triptofanului metilester, datorita hidrofobicititii ridicate a acestuia se obtin
randamente de extractie mai ridicate decat in cazul celorlal{i aminoacizi.

Raportul de combinare al calix[4]arenelor functionalizate cu aminoacizii aromatici
studiati este 1:2 aminoacid-ligand.

Se presupune cd derivatizarea calix[4]arenelor, mai ales grupdrile OH, lanturile
glicolice si gruparile amido, cunoscute pentru abilitatea lor de a forma legaturi de hidrogen si
interactii electrostatice joaca un rol important in legarea aminoacizilor derivatizati.
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6. STUDIUL TRANSPORTULUI AMINOACIZILOR AROMATICI
NATIVI SI DERIVATIZATI CU CALIX[4]ARENE FUNCTIONALIZATE
CU GRUPARI CARBOXILICE (1, 4) SI GRUPARI AMIDICE (2, 3, 5)

6.1. Consideratii generale

Este binecunoscut faptul ca pentru calix[4]arena, cavitatea nu este suficient de mare
pentru a include anumite molecule, dar functionalizarea acesteia permite obtinerea de site-uri
externe adecvate pentru a forma complecsi cu compusi de interes chimic si biologic [45, 185,
189, 191].

Capitolul de fata abordeaza transportul selectiv activ prin membrane lichide asistat de
gradientul de pH, al aminoacizilor aromatici nativi $i metilesteri hidroclorurati folosind ca
transportori o serie de calix[4]arene functionalizate cu grupari carboxil si amido, lanturi
glicolice si grupari hidroxil.

Calixarenele functionalizate folosite ca transportori prin membrane lichide in scopul
transportului aminoacizilor aromatici nativi si metilesteri hidroclorurati din faza sursa apoasa
(pH =5,5, MES/NaOH) in faza receptoare ( pH = 1,5, NaOAc/HCI), conduc la obtinerea unor
randamente de transport semnificative.

Rezultatele obtinute au fost corelate cu cele obtinute la extractia cu solventi.

6.2.2. Dispozitive utilizate T procesele de transport

Transportul aminoacizilor aromatici nativi si derivatizati, s-a realizat cu dispozitivele
membranare prezentate T figura 95.

D

<+—————— Tub de sticla rotativ

i | «——— sticla protectoare

<+— Flux

Faza
sursa

@ Faza sursa - interior
o )
w Membrana

Faza
receptoare

<+— Pahar de sticla

Faza receptoare - exterior

Membrana

| ~___ agitator
magnetic
Agitator magnetic

Figura 95. Dispozitive de transport
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Componenta celor trei faze:

1. faza sursda: 10 ml solutie apoasd de aminoacid nativ sau metilester cu concentratii cuprinse
Ttre 2.5 x 10%si 1.0 x 10° M, pH = 5.5 (tampon MES/NaOH), (fig. 95);

2. membrana: 25 ml calix[4]arena functionalizati in cloroform de concentratie 5 x 10™ M;

3. faza receptoare: 10 ml solutie apoasa pH = 1,5 (tamponNaOAc/HCI), (fig. 95).

6.5. Rezultate si discutii

6.5.2. Transportul aminoacizilor aromatici derivatizati cu calix[4]arene functionalizate

6.5.2.1 Transportul aminoacizilor cu calix[4]arena functionalizata 1

Derivatizarea aminoacizilor aromatici le confera proprietatea de a fi mai hidrofobi decat
aminoacizii nativi conducénd la randamente de transport foarte mari, chiar de 98 %.

Spectrele UV-Vis obtinute in urma transportului aminoacizilor aromatici cu Calix 1
sunt prezentate  figura 97.

L-TrpOMe L-PheOMe
A=278nm L A=257nm
0.15
s
01
Abs r Abs
05
008 \_/L
0 I 1 1 I 0 1 1 T
230 240 260 280 300 310 230 240 260 280 300 310
Wavelength[nm] Wavelength[nm]
2
L-TyrOMe
A=274nm
15
aps 1T
05
0 i i I
230 240 260 280 300 310

Wavelength[nm]

Figura 97. Spectrele UV-VIS pentru transportul aminoacizilor aromatici cu Calix 1.

(__) spectrele UV-Vis ale aminoacizilor hainte de transport ;
(___ ) spectrele UV-Vis ale aminoacizilor in faza sursa dupa transport;
( ) spectrele UV-Vis ale aminoacizilor in faza receptoare dupa transport.

Rezultatele obtinute pentru transportul celor trei aminoacizi aromatici cu calix[4]arena
functionalizata 1 sunt prezentate T figura 98.
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Figura 98. Transportul L-TrpOMe, L-PheOMe si L-TyrOMe
cu calix[4/arena functionalizata 1[176]
(faza apoasa: [aminoacizii aromatici metilesteri| 1x10°M, pH =5,5; faza organica: [Calix 1]
5x10*M T cloroform; faza receptoare: HCI pH =1,5; T = 25°C.)

Dupa cum se observa din figura 98, transportul pentru cei trei aminoacizi scade T
ordinea:

L-TrpOMe > L-PheOMe > L-TyrOMe
Pentru L-TyrOMe randamentul de transport este nesemnificativ in comparatie cu L-
TrpOMe unde aminoacidul este transportat din faza sursa in faza receptoare in procent de

98,8%.
6.5.2.2. Transportul aminoacizilor cu calix[4]arena functionalizati 2

Rezultatele transportului obtinut pentru cei trei aminoacizi cu calix[4]arena
functionalizata 2 sunt prezentate 1 figura 99.

Calix 2
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oH HO
HO
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Transport [%]
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15{ — )
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L-TrpOMe L-PheOMe L-TyrOMe

Figura 99. Transportul L-TrpOMe, L-PheOMe si L-TyrOMe
cu calix[4]arena functionalizata 2[176]
(faza apoasi: [aminoacizii aromatici metilesteri] 1x10°M, pH =5,5; faza organica: [Calix 2]
5x10“M T cloroform; faza receptoare: HCI pH =1,5; T = 25°C.)

Fata de Calix 1, Calix 2 manifestd o afinitate mai mica pentru aminoacidul L-triptofan
metilester, ducand la un randmament de transport de 72% fata de 98,8 % in cazul calixarenei 1.

Ordinea de descrestere a transportului ramane aceeasi ca si in cazul receptorului 1,
tirozina regasindu-se din nou tr-un procent foarte mic h faza receptoare.
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L-TrpOMe (72,5%) > L-PheOMe (34,3%) > L-TyrOMe (2,1%)
In acest caz, se presupune ca structura calixarenei 2, adica prezenta gruparilor glicolice
si amide introduse, sunt responsabile de randamentele diferite.

6.7. Aspecte privind corelatia intre transportul
aminoacizilor cu p-tert-butilcalix[4]arena si calix[4]arenele functionalizate 1-5

Randamentele de transport ale aminoacizilor aromatici utilizand ca transportori
calix[4]arenele functionalizate 1-5 comparativ cu p-zergbutil-calix[4]arena sunt prezentate
figurile 108 — 112. [80].

100 —
80
60
40
20
0
L-TrpOMe L-PheOMe L-TyrOMe
|EI Calix 1 O Calix[4]arena parentala |

Figura 108. Transportul aminoacizilor aromatici utilizand
calix[4]arena parentald comparativ cu Calix 1 [80]
Calix 1: Faza apoasa: CL-TrpOMe:CL—PheOMe:CL-TerMe:1X10-3M (pH=5,5); faza organica (Calix 1 in
cloroform, Ccaixa=5x10"M; faza receptoare HCI (pH=1,5)
Calix[4]arena parentald: Faza apoasa: CL_TFPOMBZCL_pheOMe:CL_TerMe=3X10'3M (pH=5,5); faza
organica ([Calix[4]arena parentald]= 5x10"M ( cloroform)); faza receptoare LiOH (pH=13); T = 25°C.

Randamentele de transport ale aminoacizilor atit cu calix[4]arena parentala cat si cu
Calix 1, scad in urmatoarea ordine: L-TrpOMe > L-PheOMe > L-TyrOMe.

Din figura 108, se observd ca randamentele de transport obtinute la transportul
aminoacizilor cu calix[4]arena functionalizata cu grupari carboxilice sunt mai mari decat in
cazul transportului aminoacizilor cu calix[4]arena parentala.
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L-TrpOMe L-PheOMe L-TyrOMe

|EI Calix 3 @ Calix[4]arena parentald |

Figura 110. Transportul aminoacizilor aromatici utilizand
calix[4]arena parentala comparativ cu Calix 3 [80]
Calix 3: Faza apoasa: CL-TrpOMe=CL-PheOMe=CL-TerMe:1X1O-3M (pH=5,5); faza organica (Calix 3
cloroform, Ccaixs=5x10"*M; faza receptoare HCI (pH=1,5)
Calix[4]arena parentald: Faza apoasa: CL-TrpOMe:CL—PheOMe:CL-TerMe:3X1O-3M (pH=5,5); faza
organica ([Calix[4]arena parentald]= 5x10"M ( cloroform)); faza receptoare LiOH (pH=13); T = 25°C.
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Din figurile de mai sus , se observa cresterea semnificativd a randamentului de
transport al aminoacizilor in cazul utilizarii calixarenelor 1-5 ca transportori, comparativ cu
calix[4]arena parentala.

6.8. Concluzii

Receptorii 1 - 5 prezinta o afinitate mai mare de transport fatd de L-TrpOMe si L-
PheOMe comparativ cu L-TyrOMe.

Existda o serie de factori care influenteaza transportul aminoacizilor cum ar fi:
complexarea si decomplexarea la interfetele faza sursa/ membrana, respectiv membrana/faza
receptoare, reactiile prezente la interfetele cu cele doua faze (membrana si receptoare) si de
asemenea un rol important in transportul aminoacizilor il au solvatarea si desolvatarea
aminoacidului la interfete.

Distributia complexului la interfata membranard este o caracteristicd importanta care
depinde de natura aminoacidului si a solventului, pH-ul fazelor apoase, structura
transportorului si stabilitatea complexului.

Valorile randamentelor de transport ale aminoacizilor aromatici cu calix[4]arena
parentald, ca transportori sunt mult mai mici decat randamentele de transport ale aminoacizilor
aromatici cu calix[4]arenele fuctionalizate 1 — 5.
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7. ASPECTE PRIVIND POSIBILITATEA FORMARII
COMPLEXULUI GAZDA - OASPETE

7.1. Studii de interfata apd — solvent organic privind complexarea aminoacidului
L-TrpOMe cu calix[4]arena functionalizati cu grupdari carboxilice (1)

7.1.1. Consideratii generale

Tn acest capitol sunt prezentate cateva rezultate experimentale privind distributia
complecsilor aminoacizilor cu calix[4]arenele functionalizate la interfata apa-cloroform
obtinute cu ajutorul microscopului electronic de scanare (SEM).

7.1.2. Modul de lucru si aparatura utilizata

Tn microscopia electronicd moderni asa cum s-a mentionat T cap. 3.4. pot fi obtinute
doua tipuri de informatii: imagini optoelectronice care ofera informatii despre morfologia si
topologia suprafetei probei si microanaliza chimica (spectre de raze X (EDX, WDS) si spectre
de fluorescentd) care oferd informatii calitative si cantitative despre structura chimica a probei.

Modul de lucru: Aminoacidul L-TrpOMe a fost extras din faza apoasa in faza organica
(cloroform) cu calix[4]arena functionalizatd 1. Dupa extractie s-au prelevat pe placute din
sticla cate 0,5 ml atat din cele doud faze (apoasa si organicd) cat si de la interfata dintre cele
doud faze. Dupa evaporarea solventilor, placutele au fost citite la Microscopul electronic de
baleiaj (SEM) tip VEGA Il LMU al Centrului de Cercetare Stiintifica pentru Aparare NBC si
Ecologie.

7.1.3. Rezultate si discutii

Rezultatele obtinute in urma studiului utilizind SEM si microanaliza chimica (EDX) a
fazelor apoasa, organica si interfata pentru L-TrpOMe — Calix 1 sunt prezentate  graficele de
mai jos:
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Faza apoasa dupad extractie

cps/eV.
O TRA

cl

L
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

kev
Spectrul elementelor identificate in faza apoasa

a fazei apoase dupa extractie pentru " ) "
dupa extractie (L-TrpOMe — Calix 1)

extractia L-TrpOMe cu Calix 1

Aria Suprafata [of Cl N
1 100,0 % 0,04 0,06 0,01
2 02% 0,02 0,34 0,01
3 0,2% 0,04 0,1 0,01
4 0,1% 0,05 0,04 0
5 23 % 0,02 0,04 0,01
6 1,3% 0,03 0,08 0,01
7 0,2% 0,13 0,07 0,01
8 1,3% 0,04 0,04 0,01
9 22% 0,03 0,07 0,01
10 42% 0,03 0,04 0,01
1M 0,1% 0,02 0,05 0
MAG: 4043 5 HYR80.0 kv WO: 14.¢ mm 12 22% | 0,04 [ 004 0,01
Imaginea elementelor identificate in faza apoasa Concentratiile elementelor identificate,
dupa extractie, obtinuta prin dispersia de raze X (EDX) pe diverse microregiuni (L-TrpOMe - Calix 1)

(L-TrpOMe — Calix 1)

Figura 111. Elementele de interes identificate in faza apoasd dupd
extractia L-TrpOMe-Calix 1
[L-TrpOMe]= 2,5 x 10*M; [Calix 1] =5 x 10™*M.

Dupd cum se poate observa din harta elementelor structurale atasatd imaginii
optoelectronice a fazei apoase (fig. 111), structura morfologica scoate in evidentda prezenta a
doud structuri dominante diferite din punct de vedere morfologic si morfochimic: structura
morfologica a clorului (SM-CI) si structura morfologica a carbonului (SM-C). SM-CI prezinta
o morfologie ramificata, de tip dendrimeric in care raportul intre elementele C:N:Cl este
1/17:1/34:1 (microaria 2).

7.1.4. Concluzii

Tn cazul calix[4]arenei 1, care este functionalizatd numai cu grupiri carboxilice, se
poate observa ca in faza organica se evidentiaza clar aminoacidul L-TrpOMe prin prezenta
azotului din gruparea aminica.

Din studiile efectuate, se poate spune ca exista o corelatie intre rezultatele obtinute prin
microscopie electronicd de scanare si rezultatele obtinute la extractia aminoacizilor derivatizati
cu calix[4]arenle functionalizate 1,3 si
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CONCLUZII GENERALE

In urma rezultatelor obtinute §i prezentate in lucrarea de fata se contureaza
urmatoarele concluzii generale:
>  Rezultatele experimentale sugereaza faptul ca atdt aminoacizii aromatici nativi §i

derivatizati cat §i aminoacizii alifatici sunt extrasi din faza apoasa in faza organica de catre
calixarenele functionalizate 1-5 cu randamente cuprinse mtre 2,3 % (L-Tyr) — 10,2 % (L-Trp)
in cazul aminoacizilor aromatici nativi §i 1,0 % (L-TyrOMe) — 73,1 % (L-LeuOMe) T cazul
aminoacizilor alifatici §i aromatici derivatizati. Extractibilitatea este esential controlata de
structura calixarenelor derivatizate, de pH si de natura aminoacidului;

> Se presupune ca functionalizarea calix[4]arenelor, mai ales gruparile OH, lanturile
glicolice si gruparile amido, cunoscute pentru abilitatea lor de a forma legaturi de hidrogen si
interactii electrostatice joaca un rol important in legarea aminoacizilor derivatizati;

> In cazul triptofanului metilester, datoritd hidrofobicitdtii ridicate a acestuia se obtin
randamente de extractie mai mari decadt in cazul celorlalti aminoacizi;

> Ttimpul de agitare al/ celor doud faze in procesul de extractie al aminoacizilor cu
calix[4]arenele studiate s-a constatat a fi 30 de minute;

> Raportul de combinare al calix[4]arenelor functionalizate cu aminoacizii aromatici
studiati este 1:2 aminoacid-ligand macrociclic;

> In functie de concentratia ligandului si de timpul de agitare al celor doud faze (apoasd §i
organica) extractia aminoacidului are loc cu randamente de extractie diferite;

> Exista o serie de factori care influenteaza transportul aminoacizilor cum ar fi:
complexarea si decomplexarea la interfetele faza sursa/ membrand, respectiv membrand/faza
receptoare, reactiile prezente la interfetele cu cele doua faze (membrana si receptoare) §i de
asemenea un rol important in transportul aminoacizilor il au solvatarea si desolvatarea
aminoacidului la interfete; receptorii calixarenici 1 - 5 prezintda o afinitate mai mare de

transport fata de L-TrpOMe si L-PheOMe comparativ cu L-TyrOMe;
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