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INTRODUCERE

Teza este organizata in doua capitole. Primul capitol ofera o introducere generala in
domeniul chimiei supramoleculare, in particular a sistemelor de tip gazda-oaspete, in
domeniile spectroscopiei de rezonanta electronica de spin (RES) si spectroscopiei de
fluorescenta, cu prezentarea parametrilor RES si de fluorescenta utilizati in studiile de
specialitate si facand referire la aplicatiile acestor metode in caracterizarea complecsilor de
incluziune de tip gazda-oaspete. Tn plus, se face o trecere in revista a studiilor raportate in

literatura in domeniul sondelor moleculare duale, fluorescente si paramagnetice.

Capitolul al doilea prezinta contributiile originale referitoare la obtinerea a doua serii
de sonde duale si la utilizarea lor n caracterizarea unor sisteme supramoleculare cum ar fi cele
de tip gazda-oaspete. De asemenea, s-a analizat comportarea acestor sonde duale in urma
difuziei Tn geluri polimerice sau au fost utilizate pentru a evidentia procese chimice care au loc
in materiale hibride reprezentate de geluri polimerice hibride cu nanoparticule de aur
incapsulate.

Prima serie de sonde moleculare duale au T n structura fragmentul fluorescent piren si
fragmentul paramagnetic TEMPO, conectati prin lanturi oligo-etilenglicolice.

Cea de a doua serie de compusi cu proprietati fluorescente si paramagnetice au n
structura unitati structurale de tip dansil si TEMPO conectate prin lanturi alchil.

Proprietatile acestora au fost comparate cu cele ale derivatilor fluorescenti obtinuti
intermediar. De asemenea, un studiu se refera la proprietatile unei serii de derivati bidansilati,
obtinuti ca produsi secundari, precum si la interactia acestora cu ciclodextrinele.

Datele prezentate fac obiectul a trei articole publicate, a unui manuscris trimis spre
evaluare si a unui manuscris in curs de pregatire.

Tn final, sunt prezentate concluziile si perspectivele de continuare a cercetarilor in acest

domeniu.



CAPITOLUL II
REZULTATE ORIGINALE

Principalul obiectiv al acestei teze a fost acela de a investiga sisteme supramoleculare
cu diferite grade de complexitate in care ciclodextrinele sunt elemente constitutive, folosind
sonde moleculare duale, paramagnetice si fluorescente.

Studiile efectuate au fost orientate catre sinteza a doua serii de sonde moleculare duale
in care gruparea paramagnetica este conectatd la gruparea fluorescenta printr-un lant liniar,
flexibil, si analiza modului in care parametrii spectrali ai celor doua functiuni se influenteaza
reciproc in functie de particularitatile conectorilor flexibili.

Tn cazul primei serii de sonde moleculare duale, gruparea TEMPO, paramagnetica,
este conectata de gruparea piren, fluorescenta, prin lanturi scurte oligo-etilenglicolice.

Tn cazul celei de-a doua serii, gruparea TEMPO este conectati la gruparea fluorescenti
dansil prin lanturi alchil. Pe langa aceste sonde duale s-au obtinut si derivati fluorescenti mono
si bidansilati.

Compusii obtinuti au fost purificati prin cromatografie pe strat subtire (TLC),
caracterizati fizico-chimic prin cromatografie de gaze, spectroscopie IR, spectroscopie RMN
(in cazul intermediarilor diamagnetici), spectroscopie RES si fluorescenta.

Interactia lor cu ciclodextrinele in solutie a fost evidentiata de modificarea parametrilor
spectrali de fluorescenta si RES. Interactiile de tip gazda-oaspete cu ciclodextrinele au fost
puse in evidentd si in cazul unor hidrogeluri care contin ciclodextrine in reteaua covalentad a
acestora. De asemenea, in cazul sondelor duale ce au in structura ca element de legdtura
lanturile oligo-etilenglicolice, au fost analizati parametrii de fluorescentd si RES pentru a
evidentia tranzitia de la starea micelara la cea de gel ce are loc in sisteme ce contin Pluronic
F127 in prezenta si in absenta ciclodextrinelor.

Un capitol interesant se refera la analiza proceselor care au loc in hidrogeluri prin
formarea nanoparticulelor metalice de aur prin reducerea sarii de aur in hidrogel. Formarea
nanoparticulelor este insotitd in prima faza de reducerea semnalului RES si cresterea emisiei

de fluorescentd, dupa care, in timp, se observa refacerea partiald a semnalului RES.



I1.1. Sonde moleculare duale in care gruparea paramagnetica TEMPO

si gruparea fluorescenta piren sunt conectate prin lanturi oligo-etilenglicolice

Pentru a studia in detaliu corelatiile dintre parametrii spectrali ai unor sonde
moleculare duale si caracteristicile structurale ale elementului de legatura s-a ales h prima
etapd o serie de oligo-etilenglicoli care sd conecteze pirenul, ca structurd fluorescenta, cu
TEMPO, ca structura paramagnetica.

Alegerea pirenului ca fragment fluorofor a fost determinata de existenta unui numar
impresionant de studii in care pirenul si derivatii sdi sunt utilizati ca sonde de fluorescenta
pentru a investiga procese de asamblare moleculara [1--4]. Este cunoscut faptul ca spectrul de
fluorescentd al pirenului prezintd o structurd vibrationald care este sensibild la modificarile de
polaritate si modificarile dinamice din mediul local. Parametrul cel mai utilizat in astfel de
cazuri este raportul dintre intensitatile benzilor I si III din spectrul pirenului [1-6].

Spectrele de fluorescentd ale derivatilor pirenului nu prezintd intodeauna structura
vibrationald caracteristicd pirenului. Un numér de studii prezintd sinteza unor derivati cu
lanturi alchil atasate structurii de piren. De asemenea, structuri de tip piren, inclusiv
polietilenglicolice, au fost atasate unor macromolecule pentru a studia prin fluorescentad
proprietdtile acestora [1, 7-9]. O serie de derivati in care structura pirenului sa fie atasata
lanturilor oligo-etilenglicolice nu a fost raportata, desi exista un studiu in care s-a raportat un
compus in care pirenului ii este atasat un lant tetraetilenglicolic [1].

Compusi avand doud grupdri paramagnetice TEMPO atasate lanturilor oligo-
etilenglicolice au fost raportati in literaturd [10], datele experimentale indicdnd o dependenta
neliniard a liniilor din spectrele RES atribuite interactiilor de schimb de lungimea lantului
oligo-etilenglicolic. Aceste aspecte au stat la baza sintezei de noi sonde moleculare duale cu

grupari TEMPO si piren conectate prin lanturi oligo-etilenglicolice.



I1.1.1. Sinteza si caracterizarea sondelor moleculare duale Py(EG),T

Sondele moleculare duale in care gruparea paramagnetica TEMPO si gruparca
fluorescenta piren sunt conectate prin lanturi oligo-etilenglicolice au fost obtinute in doua
etape (asa cum este descris in figura 1).

In prima etapa, oligo-etilenglicolul a reactionat cu 1-carboxi-piren in prezenta DCC si
DMAP cu formarea derivatului fluorescent corespunzitor, notat Py(EG)h.

Tn cea de-a doua etapi a sintezei a avut loc reactia Py(EG), cu 4-carboxi-TEMPO n

diclormetan in prezenta aceluiasi agent de cuplare (DCC) si a bazei DMAP.
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Fig. 1. Reactia 1-carboxi-pirenului cu oligo-etilenglicoli pentru a obtine compusii fluorescenti
PY(EG)n, urmata de reactia acestora cu 4-carboxi-TEMPO pentru a obtine sondele duale
PYy(EG).T

Sondele moleculare au fost caracterizate prin TLC, spectrometrie de masa,
spectroscopie RES, spectroscopie de fluorescenta, spectroscopie IR si, in cazul sondelor

Py(EG),, spectroscopie RMN.



Proprietitile RES si de fluorescenta ale sondelor duale Py(EG), T

Parametrii RES ai sondelor Py(EG),T au fost determinati direct din spectrele
experimentale, deoarece acestea indica o dinamica rapida, cvasi-isotropa (cele trei linii sunt
inguste, cea de-a treia linie fiind mai larga si de intensitate mai mica decéat primele doua,
figura 2). Intensitatea mai mica a celei de-a treia linii se datoreaza faptului ca fragmentul

paramagnetic este atasat unei structuri mai voluminoase, respectiv lantul oligo-etilenglicolic.

106G

Fig. 2. Spectrele RES ale sondelor Py(EG),T in solutie apoasa, la pH 7,4

[ n figura 3 se poate observa ca timpul de rotatie corelational, T variaza neliniar cu
lungimea lantului oligo-etilenglicolic in intervalul (0,3-1,5)x10"° s. In mod normal, ne
asteptdm la o crestere direct proportionala a timpului de rotatie corelational cu cresterea masei
moleculare a speciilor paramagnetice dintr-o serie. Abaterea de la aceastd comportare in cazul

sondelor Py(EQG),T se explica prin flexibilitatea lantului oligo-etilenglicolic.
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Fig. 3. Variatia timpului de rotatie corelational (t;) si a randamentului cuantic de
Sfluorescenta (®) al sondelor duale Py(EG),T in functie de lungimea lantului oligo-
etilenglicolic (n)

Din analiza datelor RES s-a observat ca sondele cu numar par de grupari etilenoxidice
asigura gruparii nitroxid o miscare de rotatie mai rapida. Fluorescenta derivatilor Py(EG),T
este mai scazutd in comparatie cu cea a compusilor initiali Py(EG), deoarece fragmentul
TEMPO, paramagnetic, actioneaza ca un stingator.

Randamentele cuantice de fluorescenta ale sondelor Py(EG), sunt de ~0,56 indiferent
de lungimea lantului oligo-etilenglicolic. Spre deosebire de acestea, valorile randamentelor
cuantice ale sondelor duale Py(EG),T variaza in mod semnificativ in raport cu lungimea
lantului (de la 0,23 pentru n = 6 la 0,05 pentru n = 2), datoritd proximitatii diferite a
fluoroforului cu stingatorul nitroxid, care este determinata de conformatia si lungimea lantului
oligo-etilenglicolic. Dupa cum se poate observa din figura 3, Py(EG),T are cel mai scazut
randament cuantic de fluorescentd, indicand faptul ca cea mai stabild conformatie a lantului
face ca cele doua grupari sa fie mai apropiate una de celalalta. Raportul dintre aria benzii de
fluorescenta a fiecarei probe si aria benzii de fluorescenta a 1-carboxi-pirenului reprezinta o
masura a stingerii intermoleculare datorate gruparii paramagnetice.

Comportamentul neliniar al parametrilor RES si de fluorescentd poate conduce la
informatii diferentiate n sisteme complexe cum ar fi cele in care au loc interactii gazda-
oaspete sau n sisteme micelare ale block-copolimerilor, in care proprietatile hidrofil/hidrofobe

sunt neuniforme.



11.1.2. Interactii necovalente ale sondelor moleculare duale Py(EG), T

11.1.2.1. Interactia cu B-ciclodextrina in solutie

Pentru a demonstra formarea complecsilor gazda-oaspete intre B-CD si
Py(EG),T au fost inregistrate spectrele RES si de fluorescenta ale acestor compusi intr-
o serie de solutii ce contin ciclodextrind in concentratii din intervalul 10°-102 M.
Parametrii spectrali de fluorescenta si RES au fost folositi ulterior pentru a obtine date
termodinamice (constantele de asociere, raportul de complexare) si geometria
complexului.

Constanta de scindare hiperfina (an) este parametrul RES utilizat pentru a
evidentia modificarile de polaritate din vecinatatea gruparii paramagnetice. In cazul
seriei Py(EG),T, acest parametru nu variaza uniform.

In cazul probelor duale cu lanturi scurte, Py(EG):T si Py(EG).T, a fost observata
o scadere a valorii ay proportional cu cresterea concentratiei de B-CD. Modificarile
maxime Tn 2ay, corespunzand concentratiei B-CD de 102 M, au fost de 1,12 G si 0,67
G pentru Py(EG).T si respectiv Py(EG),T (figura 4).
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Fig. 4. Spectrul RES al Py(EG),T inregistrat la 20°C n absenta si in prezenta ;-CD



Tn mod diferit fata de primii doi termeni ai seriei, pentru termenii superiori ai
seriei de sonde duale s-a constatat ca ay este mai putin sensibil la prezenta B-CD.

Acest comportament diferit sugereaza geometrii diferite ale complecsilor de
incluziune formati de primii doi termeni ai seriei fatd de termenii superiori. Pentru
Py(EG)1T si Py(EG).T, cel mai probabil complexarea implica in principal incluziunea
fragmentului nitroxid in cavitatea hidrofoba a B-CD, concluzie sustinuta de scaderea
semnificativa a valorii ay in prezenta B-CD, ceea ce indica un micromediu mai putin
polar detectat de TEMPO.

Pentru a completa informatiile obtinute din spectrele RES, au fost inregistrate si
analizate spectrele de fluorescenta ale sondelor Py(EG),T, dar si cele ale sondelor
Py(EG), in solutii de B-CD in intervalul de concentratii 10°-1072 M.

Spectrele de fluorescenta sunt sensibile la prezenta ciclodextrinei, comportarea
fiind similara celei prezentate in figura 5 pentru toti compusii. Astfel, s-a constatat ca,
la concentratii ale B-CD de pani la 5x10™ M, intensitatea emisiilor sondelor moleculare
scade treptat. Pe masura ce concentratia gazdei creste, doua caracteristici spectrale pot
fi subliniate: 1) aparitia structurii vibrationale a benzii de emisie si 2) deplasarea

hipsocroma a benzii, care este de aproximativ 20 nm la cea mai mare concentratie de B-

CD.
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Fig. 5. Spectrul de fluorescenta in stare stationara al Py(EG)4T in prezenta de concentratii

crescatoare de -CD

Schimbarile observate in spectrele de fluorescentd sunt semnificativ diferite fata de

cele raportate frecvent in literatura [11], si astfel se poate deduce un mecanism de interactiune
10



diferit. Complecsii de tip gazda-oaspete ai ciclodextrinelor implica fie includerea moleculei
oaspete in cavitatea f-CD, fie incapsularea oaspetelui de catre moleculele gazda, dupa cum

este prezentat schematic in figura 6.

v

PV(EG)nT‘JJ [

Fig. 6. Reprezentarea schematica a geometriilor complecsilor de incluziune si incapsulare

Cu stoechiometrii 1:1 §i 1:2

Constantele de asociere evaluate din variatia parametrilor spectrali cu concentratia g-CD sunt

de ordinul 10 M pentru stoechiometria 1:1.

11.1.2.2. Difuzia sondelor duale Py(EG),T in geluri polimerice

ce contin B-ciclodextrina

In solutie, moleculele de ciclodextrinda au miscare nerestrictionati. Exista
sisteme n care ciclodextrinele sunt fixate intr-o matrice cum este si cazul unui hidrogel
covalent format prin reactia dintre polietilenglicoli functionalizati cu grupari izocianat
si ciclodextrine [12-15], pentru care se prezinta schematic reactiile de formare si
structura retelei covalente Tn figura 7. A fost studiata influenta prezentei ciclodextrinei
Tn nodurile retelei acestui tip de gel. Pentru a evidentia rolul acesteia, ciclodextrina a
fost inlocuita de polialcooli (cum ar fi glicerol sau pentaeritritol) Tn scopul de a construi
reteaua polimerica, covalenta, fara insa de a mai avea posibilitatea realizarii unor

complecsi de tip gazda-oaspete in interiorul retelei [13].
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1. Functionalizarea PEG cu grupari isocianat (soblvent: DMF)

H{-0-CH,-CH,In-OH + 2 OCN-[-CH,]-NCO

OCN-[-CH,-],-NH-CO-[-0-CH,-CH-In-0-CO-NH-[-CH,-].-NCO i ‘ . r‘"
o - - i
- ]
2. Reactia PEG-diisocianat cu B-CD W
CH;OH

0 |
X OCN—" T T N 4y OH —0— -

OH Localizarea moleculelor incapsulate in hidrogel

gelifiere

Fig. 7. Etapele de formare gsi reprezentarea schematica pentru hidrogelurile

polimerice

Pornind de la particularitatile interactiei sondelor moleculare Py(EG),T cu B-
CD, am inregistrat spectrele RES si de fluorescenta ale sondelor Py(EG),T si Py(EG)sT
Tn doua hidrogeluri. Primul hidrogel ales a fost cel rezultat din reactia PEG900 cu B-
CD, iar cel de-al doilea a fost obtinut prin reactia dintre PEG900 si glicerina.

Difuzia sondelor moleculare duale Py(EG),T in aceste hidrogeluri se evidentiaza
in spectrele RES prin prezenta a doua componente cu dinamica diferitd a gruparii
paramagnetice. Tn cazul gelului PEG900/glicerol, spectrele RES ale sondelor de spin
prezintd o singurd componenti, cu miscare relativ rapida [13]. In mod surprinzitor, Tn
cazul sondei duale Py(EG)sT care a difuzat in hidrogelul PEG900/glicerol apare ntr-o
proportie mica si a doua componenta caracterizata de o miscare puternic restrictionata,

imobilizata si in proportie mai mica (figura 8).
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Fig. 8. Spectrele RES ale sondelor Py(EG)1T si Py(EG)sT n hidrogelul
PEG900/8-CD si hidrogelul PEG900/glicerol

Rezultatul demonstreaza faptul ca sondele duale interactioneaza cu fibrele
gelului, cel mai probabil datoritd structurii similare a conectorului cu cea a lantului
PEG. Tn cazul hidrogelului PEG900/B-CD, ponderea componentei cu miscare puternic
restrictionata devine majoritara, demonstrand rolul B-CD in complexare. Cealalta
componentd, cu o dinamica mai rapida, poate fi atribuitd sondei duale plasata Tn
regiunile cu solvent care ocupa porii (ochiurile) retelei hidrogelului.

Spectrele de fluorescenta ale sondelor duale Py(EG),T dupa difuzia in gelurile
PEG900/B-CD si PEG900/glicerol sunt caracterizate de aparitia structurii fine vibrationale. Tn
cazul solutiilor de B-CD, la concentratii mai mari de 3x10° M s-a observat aparitia structurii
vibrationale in banda de emisie a pirenului. Pozitia benzii de emisie de la lungime de unda mai
mare (414 nm) nu este sensibila la lungimea linkerului si nici la tipul de hidrogel. In mod
diferit, banda de la lungime de unda mai mica pare sa fie sensibila la tipul de gel. Efectul cel
mai pronuntat apare in cazul Py(EG)sT si constd intr-o deplasare hipsocroma de 3 nm,

evidentiind interactia dintre conectorul polieteric al probei si lanturile PEG din fibrele de gel.

13



11.1.2.3. Procese de oxido-reducere in hidrogeluri PEG/B-CD

continand nanoparticule de aur

Hidrogelurile polimerice PEG/B-CD au capacitatea de a incapsula nu doar molecule
organice de tipul sondelor moleculare duale [16] sau sondelor de spin [61], dar si saruri
anorganice [17]. Intr-un studiu publicat [17] a fost analizati capacitatea gelurilor PEG900/B-
CD sau PEG900/glicerol de a stoca [AuCl,]” urmati de reducerea partiald a ionilor Au’" si
formarea nanoparticulelor de aur in absenta unui agent reducator doar in cazul gelului
PEG900/B-CD.

Tn mod similar, s-a efectuat un alt experiment de difuzie a unei sonde duale din seria
Py(EG),T in gelul in care a difuzat in prealabil sarea de aur. in etapele preformarii
nanoparticulelor de aur mediul este acid, deci are loc reducerea gruparii nitroxid, ceea ce
conduce la disparitia semnalului RES (figura 9, spectrul albastru). Reducerea are loc rapid.
Spectrul negru din figura 9 reprezinta semnalul sondei difuzatd in gelul in care nu a avut loc
reducerea. In acelasi timp, ne-am astepta ca in urma reducerii gruparii nitroxid, fluorescenta
sondei duale si creascd in intensitate. lonii de Au** au la randul lor un efect de stingere a
fluorescentei. Formarea nanoparticulelor de aur conduce la o crestere mica a intensitatii
fluorescentei. Semnalul RES al sondei se reface partial in timp, indicand oxidarea

hidroxilaminei la nitroxid la suprafata nanoparticulelor de aur.
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0 — PYTEG3_PEG900_bCD_Aul_spalat
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-100-|
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In e 3185 e 3135 320 3205 3210 215 3220 3225 3230 235 240 215 250 255 280 285 270
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Fig. 9. Spectrul RES al sondei Py(EG)sT in gel PEG900/8-CD/AU® la diferite intervale de timp
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11.1.2.4. Comportarea sondelor moleculare duale

in solutii de block-copolimer F127

Block-copolimerii de tipul polietilen oxid (PEO)-polipropilen oxid (PPO)-
polietilen oxid (PEO), cunoscuti si sub denumirea de Pluronici sau poloxameri, au
propriectatea de a forma micele si geluri in anumite intervale de temperatura si
concentratie (figura 10) [18,19]. Tranzitia din faza de micele Tn cea de gel se datoreaza
deshidratarii progresive a lanturilor polietilen oxidice. Balanta hidrofil/hidrofob se
modifica de la exteriorul la interiorul micelelor formate de pluronici si aceasta

proprietate poate permite controlul eliberarii compusilor Tncapsulati Tn micele sau gel.

PPO

micela

Fig. 10. Reprezentare a structurii micelei de pluronic F127

Tn acest studiu au fost utilizate doua serii de sonde monomoleculare, paramagnetice
((EG),T, P3T2) sau fluorescente (Py(EG),), precum si sondele moleculare duale Py(EG),T
(figura 11) pentru a evidentia transformarile care au loc in sisteme ce contin Pluronic F127 in
concentratie de 16,6%, in absenta si in prezenta de concentratii crescatoare de 2-hidroxipropil-

B-ciclodextrina (HPB) [20].

15



Fig. 11. Structura sondelor monomoleculare §i duale utilizate

Tranzitia faza micelara-faza de gel evidentiata prin spectroscopia de fluorescenta

Spectrele de fluorescenta ale sondelor moleculare Py(EG), si Py(EG),T au fost

nregistrate in intervalul de temperatura 293-338 K cu un pas de 5 K, atét in cele doua solutii

de HPB1 si HPB2 cét si in sistemele ce contin F127 1-3 (tabelul 7).

Tabelul 7. Comporzitia sistemelor studiate, temperatura critica de gelifiere (cgt)

si intervalul de temperatura al fazei de gel (AT)

Sistem Compozitie cogt (K) AT (K)
F127-1  F127 16,6 wt. % 304,5 34
F127 16,6 wt. %
F127-2 305,3 33
F127/HPB=1:0,6
F127 16,6 wt. %
F127-3 309,2 32
F127/HPB=1:1,35
HPB-1 1,1% (7,5%10° M) — —
HPB-2 6,8% (4,6x107 M) — —
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Intensitatea fluorescentei sondelor scade lent si liniar cu temperatura in solutiile de

HPB, ca efect al stingerii prin coliziuni intermoleculare.

In sistemele F127 1-3, scaderea fluorescentei sondelor utilizate din ambele serii
PY(EG), si PY(EG),T este semnificativa in intervalul de temperatura analizat, asa cum se

observa in figura 12.

250+
200+ 293 K 100 -
~ 150 ~ 801
= >
S 338K S 60d
L 100+ w
40
50+
204 _~)
0 T T T T 1 0 T T T 1
350 400 450 500 550 350 400 450 500 550
A (nm) A (nm)

Fig. 12. Spectrul de fluorescenta al (A) Py(EG)s si (B) Py(EG)3T in F127-1 la cresterea
temperaturii

Variatia intensitatii fluorescentei sondelor in intervalul de tempratura mentionat mai
sus este neliniara. Se observa o comportare similard a sondelor Py(EG), si Py(EG), T

Temperaturile tranzitiilor de faza au fost estimate folosind curbele care prezinta
variatia raporturilor maximelor intensitatilor de fluorescenta cu temperatura, ca fiind
intersectia a doua drepte imaginare. Una din ele este definita de punctele corespunzand fazei
micelare, cea de-a doua este determinata de punctele de la temperaturi mai mari. Rezultatele

sunt prezentate n tabelul 8.
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Tabelul 8. Temperatura tranzitiei faza micelara - faza de gel (in K) rezultata din analiza
spectrelor de fluorescenta pentru sistemele F127 1-3

Sonda Py(EG): Py(EG); Py(EG)s Py(EG):T Py(EG)sT Py(EG)sT

F127-1 310 304 307 307 307 309
F127-2 312 307 304 307 310 308
F127-3 309 305 303 308 308 303

Tranzitia faza micelara-faza de gel evidentiata prin spectroscopia RES

Spre deosebire de datele de fluorescenta, in cazul sondelor paramagnetice Py(EG)nT si
(EG)nT se observa variatii semnificative ale parametrilor spectrali ai sondelor in sistemele
pluronice, in special in cazul constantelor de scindare hiperfina care indica in mod clar ca
sondele moleculare alese acceseaza regiuni diferite in sistemele micelare F127 1-3. Un lant
mai lung de etilenoxid confera sondei un caracter mai hidrofil, ceea ce se reflectd in valoarea
an. Astfel, Tn cazul sistemului F127-1 pentru Py(EG),T valoarea ay este 16,33 G, in timp ce
pentru Py(EG)sT este 16,57 G (tabelul 9).

Tabel 9. Valorile ay (in G) ale sondelor duale in sistemele F127 in faza micelara la 293 K si
n sistemele HPB-1 si HPB-2.
Sistem Py(EG);T Py(EG)sT Py(EG)sT (EG):T (EG)sT (EG)sT

F127-1 16,33 16,68 16,57 15,84 16,38 16,69
F127-2 16,37 16,64 16,55 16,20 16,44 16,41
F127-3 16,35 16,54 16,54 16,47 16,55 16,43
HPB-1 16,89 16,96 16,93 16,95 17,04 16,98
HPB-2 16,68 16,85 16,88 16,97 16,76 16,76

Comportarea sondelor de spin monomoleculare (EG),T este diferita fata de cea a
sondelor duale Py(EG),T. In faza micelar, se observi o distributie a sondelor intre diferitele
regiuni ale micelei. Acest lucru se evidentiazd in spectrul RES prin prezenta a doud

componente n cazul sistemelor ce contin F127 (figura 13).
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Fig 13. Spectrele RES ale (EG)sT in F127-1, F127-2, F127-3 si HPB-1, HPB-2, la 293 K

Sonda P3T2 a fost selectata pentru a investiga sistemele F127 1-3 si solutiile HPB
deoarece liniile atribuite interactiilor de schimb sunt influentate de prezenta complexarii cu
ciclodextrine.

Tn concluzie, putem spune ci particularititile structurale ale sondelor moleculare
influenteaza raspunsul lor la tranzitia de faza in sisteme pluronice. Alegerea metodei de studiu
a acestor sisteme este deosebit de importantd. Metodele reologice furnizeaza valori
macroscopice pentru temperatura criticd de gelifiere si intervalul de temperaturd al fazei de
gel, in timp ce metodele spectrale oferd informatii la nivel nanoscopic. Spectrele de
fluorescenta ale sondelor Py(EG), si Py(EG),T nu sunt sensibile la modificari de polaritate,
insa spectrele RES ale tuturor sondelor paramagnetice utilizate in acest studiu au prezentat
modificari in constanta de scindare hiperfind ayn, parametru corelat cu polaritatea locala.
Spectroscopia RES ne-a permis astfel si demonstram ca procesul de gelifiere implica o

reorganizare continuad in intervalul de temperaturd al fazei de gel.
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11.2. Sonde moleculare duale care au in structuri o grupare paramagnetica

TEMPO si o grupare fluorescenta dansil conectate printr-un lant alchil

I1.2.1. Sinteza si caracterizarea sondelor moleculare duale DA, , T

A doua serie de sonde duale s-a obtinut Tn doua etape, prin marcarea 1,2-diamino
alcanilor liniari cu gruparea fluorescenta dansil si gruparea paramagnetica TEMPO. Sondele

moleculare duale rezultate vor fi notate DA, T.

o
H H
O NH o
\ ‘ sMNoemy, 2 O 5N\ oy o NH
N , S\\ (CHz)n \N ’ S\\ \(CHZ)n
/ o / o

Figura 14. Structurile sondelor moleculare DA, , si DA, T

Parametrii de fluorescenta pentru DA, si DA, T

Spectrele de fluorescenta ale DA, si DA T prezinta benzi de emisie largi cu
maximul n jurul valorii de 540 nm (figura 15). Gruparea nitroxid are o dinamica rapida, in
care totusi cea de-a treia linie este mai mica in intensitate decat primele doua. Aceastd
caracteristica se explica prin forma liniard a moleculei, ceea ce face ca miscarea sondei sa nu
fie perfect izotropa in solutie. Timpul de rotatie corelational creste cu lungimea lantului alchil,
o comportare normald In conditiile in care acest parametru este direct proportional cu raza
hidrodinamicd a moleculei si implicit cu masa moleculard. Valorile constantei de scindare
hiperfina ay pentru DA T sunt de aproximativ 17,06 G, ceea ce inseamna ca lantul alchil nu

modifica polaritatea Tn jurul gruparii nitroxid.
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Fig. 15. Spectrele de fluorescenta ale sondelor

Parametrii spectrali RES si de fluorescenta sunt prezentati in tabelele 11 si 12.

Tabelul 11. Parametrii RES ai DA 1T in apa
Sondi 100 ()  an(G)

DA.,T 0,72 17,1
DA ;T 0,77 17,1
DA.,T 0,84 17,1
DA sT 0,91 17,1
DA 6T 0,86 17,1
DA,/ T 0,96 17,1
DA sT 1,05 17,1
DAL 10T 1,20 17,1
DAL 12T 1,40 17,1
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Tabelul 12. Parametrii de fluorescenta pentru DAy si DA1aT

D A (nm)
n DA DAL T DA1n DA T
2 0,019 0,011 538 540
3 0,023 0,009 536 541
4 0,023 0,009 520 523
5 0,021 0,008 536 540
6 0,024 0,010 534 527
7 0,023 0,012 542 538
8 0,025 0,010 542 540
10 0,022 0,011 540 535
12 0,024 0,016 516 535

11.2.2. Interactia DA, , si DA; 4T cu B-ciclodextrina

Studiul interactiei celor doua serii de sonde cu ciclodextrina se poate realiza cu ajutorul
spectroscopiei de fluorescenta, in timp ce pentru seria sondelor duale se poate folosi si
spectroscopia RES. Cele doua metode pornesc de la ipoteza unei stoechiometrii 1:1. Tn
ambele cazuri s-a considerat variatia intensitatii fluorescentei la maximul fiecarei
probe, Tn absenta ciclodextrinei, cu concentratia acesteia din urma (figura 16).
Rezultatele obtinute prin cele doua metode sunt similare si, mai mult, se Tncadreaza n
acelasi ordin de marime cu datele din literatura pentru interactia derivatilor dansil cu p-
CD (10%-10° M™) [21].

1000 600

(A) [B-CD] 1®) [B-CD]
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400 -
200 A

200+

0 T T T T \ 0 T T T T
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Fig. 16. Spectrele de fluorescentd ale (A) DA17 si (B) DA17T in apa,

in absenta si in prezenta -CD.
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I1.3. Sonde de fluorescenta bidansilati, D,A; ,

Compusii care au in structura doua grupari dansil (figura 17) au fost obtinuti ca produsi

secundari Tn prima etapa n care a reactionat clorura de dansil cu alchil-diamina.

N ~y ~N ~p o
0=5=0 0=5=0 O:‘SfO 0=S=0
NH
HN/\/ HN/\/\/NH HN/\/\/\/NH HN/\/\/\/\/NH
0=S=0 0=S=0 0=S=0 0=S=0
2 e e e
~p N7
O:$:O O:$:O
HN NH HN NH
0=5=0 0=S=0

2DA; 19 2DA; 1,
/N\

Fig. 17. Structurile derivatilor bidansilati

I1.3.1. Proprietatile fotofizice ale sondelor moleculare D,A;

Spectrele de fluorescentd prezinta o banda de emisie asimetrica care reprezinta
contributia a doua stari emisive datorate existentei a doua stari excitate — normala si cu
transfer de sarcing, cu maxime la ~480 nm si ~520 nm. Lungimea lantului alchil diamina are o
influentd semnificativa asupra caracteristicilor de emisie ale sondelor DA .

Tn tabelul 15 sunt prezentate lungimile de unda ale maximelor de absorbtie si de emisie

ale derivatilor bidansilati in solventi cu diferite polaritati: apa, etanol, diclormetan.
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Tabelul 15. Parametrii spectrali ai sondelor D,A; , bidansil: lungimea de unda a
emisiei (), marimea relativa (%A) si raportul (AsaolAago) suprafetelor celor doua benzi de

emisie

Sonda A (nm) %A A520/A480
apa etanol DCM api etanol DCM apa ethanol DCM

DoA12 522,476  523; 476 516; 476 916;84 963,37 912;88 | 109 26,0 10,4
D,A14 531,470  522; 475 510; 474 90,1;99 953;4,7 93,0;7,0 91 20,0 13,3
DA 6 510; 472 521, 475 509; 474 81,6;184 950;50 909,91 4,4 18,9 10,0
D,A1s 511; 472  520; 475 504; 473 80,6;19,4 945;55  94,8;52 4,1 17,1 18,3
D,A110 | 507;468  520; 475 510; 473 77,5;22,5 943,57 854,146 | 34 16,5 5,8
D,A11, | 508;468  520; 475 510; 473 757,243 944;56 854;146 | 3,1 16,7 59

Modificarea intensitatilor relative este mult mai mica in diclormetan (de la D,A;; la
D2A1.12, AszolAggo Scade cu doar 43% in diclormetan comparativ cu o scadere cu 72% in apa)
si este 1nsotitd de o deplasare hipsocroma de 6 nm/3 nm. Efectele sunt si mai putin pronuntate
in etanol, cu o scddere de numai 36% in Asy/Asg si cu deplasari hipocrome mici sau
inexistente (3 nm/1 nm).

Randamentele cuantice de fluorescenta au fost determinate dupa metoda descrisa in
literatura si aplicata si celorlalte serii de compusi fluorescenti. In cazul acestei serii de
compusi s-a studiat si influenta solventului asupra randamentului de fluorescenta

in apa, randamentul cuantic de fluorescenti (®) este scizut pentru sondele cu lant scurt
(D2A12, D2A14) si lant lung (D2A1.10, D2A112), dar de cinci pana la zece ori mai mare pentru
sondele cu lungime intermediara a lantului (D2A16, D2A1s). Acest efect nu se observd in
etanol sau diclormetan, unde sondele au valori @ ridicate si similare. Valori ® mai mici de 0,1
au fost raportate pentru derivatii monodansil in apa si au fost explicate pe baza interactiilor de
polaritate si a interactiilor specifice (legaturi de hidrogen) care favorizeazd mecanismele de
dezactivare neradiativa [22,23]. Scaderea randamentului cuantic este datoratd cresterii
flexibilitatii probelor cu lant alchil lung care favorizeaza stingerea neradiativa a stdrii excitate,
mecanism mentionat n literatura si pentru alti fluorofori [24]. Mai mult decat atét, in mediu
apos nu se poate exclude un mecanism intramolecular de autostingere intre doi fluorofori care
se gasesc in imediata vecindtate, in cazul sondelor cu lant scurt si a celor cu lant lung ce

poseda o flexibilitate moleculard mare.
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11.3.2. Interactia sondelor fluorescente bidansil D,A; , cu ciclodextrinele

Au fost selectate trei ciclodextrine (CD), si anume B-CD, 2-hidroxipropil-3-CD (2-HP-
B-CD) si y-CD ce difera prin solubilitate si dimensiunea cavitatilor. Efectul tipului de

ciclodextrina asupra caracteristicilor emisive ale sondelor D,A; , este reprezentat in figura 18.

(A)
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——B-CD

0.8 2-HP-B-CD
——y-CD
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L

0.4 1
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0.0
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Fig. 18. Spectrele de fluorescenta ale sondelor DA in solutii de ciclodextrind: (A) DA 4,

[D2A1,] = 10 M, [CD] = 102 M. Spectrele au fost normalizate la maximul de emisie

La interactia cu ciclodextrinele s-a observat o deplasare hipercroma a benzii de emisie
pentru toate sondele D,A;, cu exceptia DoA1s si DoArg. Cresterea fluorescentei poate fi
explicatd prin mediul mai putin polar simtit de sonde in prezenta ciclodextrinei. Am aratat ca
valorile @ ale sondelor D,A; n, unde n = 2, 4, 10 si 12, cresc atunci cand se trece de la apa la
un solvent mai putin polar. Reducerea micropolaritatii in jurul grupdrii dansil si restrictiile
sterice impuse de cavitatea ciclodextrinei favorizeaza o crestere a valorii @ [23]. Scaderea
fluorescentei observata pentru D2A16 $1 D2A1g nu poate fi explicatd prin acelasi mecanism,
deoarece cele doua sonde au valori @ similare in apd si in etanol. Mentionam aici ca
polaritatea cavitatilor de ciclodextrini este apropiati de cea a etanolului [24]. Tn cazul acestor
sonde, presupunem un mod de complexare diferit in care este favorizatd o conformatie a
lantului alchil ce apropie cele doua fragmente dansil si conduce la autostingere.

In prezenta 2-HP-B-CD, toate sondele prezinti spectre similare in ceea ce priveste
pozitia si forma benzii. Dintre cele trei ciclodextrine utilizate n acest studiu, influenta
lungimii lantului este minima in 2-HP-B-CD. Pe masura ce lungimea lantului creste, uméarul de

la 480 nm devine mai pronuntat si se Inregistreaza o mica deplasare hipsocroma (3 nm) a
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benzii cu ransfer de sarcina.

Tabelul 20. Parametrii spectrali ai sondelor DAy, in solufie de 107 M ciclodextrind,

obtinuti prin deconvolutie

Sonda At (nm) AszolAsgo
api B-CD 2-HP-p-CD v-CD apa p-CD 2-HP-p-CD y-CD

D,A:, 522; 476  513; 476 522; 471 527; 468 10,9 6,3 11,4 5,8
D,A14 531;470  520; 465 522; 473 515, 468 9,1 2,1 13,3 3,7
D,A16 510; 472  510; 470 521; 472 515; 468 4.4 34 10,6 3,2
DA 8 511; 472  517; 468 519; 472 518; 469 4,1 2,4 9,0 2,6
D,A110 | 507;468  509; 470 519; 471 508; 467 34 4.4 9,7 4,0
D,A;1, | 508;468  508; 469 519; 472 510; 468 31 3,6 5,0 3,9

Se observa caracteristici spectrale diferite in prezenta B-CD si y-CD fata de cele in 2-
prezenta HP-B-CD. Aceasta capacitate a sondei D,A;, de a distinge intre diferite tipuri de
gazde moleculare isi poate gasi aplicatie Tn investigarea sistemelor supramoleculare ce contin
ciclodextrine. Spectrele de emisie in - si y-CD se aseamana cu cele ale sondelor cu lant lung
in apd, avand Asyo/Ass0~3. Se inregistreaza deplasari hipsocrome considerabile de 10 nm la
concentratia de 102 M B-CD pentru DA si D2A14, si o deplasare hipsocroma de 16 nm la
concentratia de 102 M y-CD pentru D,A; 4 (tabelul 20).

Toate concluziile experimentale discutate mai sus privind proprietatile de emisie ale
sondelor moleculare bidansil si interactiunea lor cu ciclodextrinele indica sensibilitatea
sondelor D,A;, la proprietatile micromediului. Prin urmare, aceste sonde pot fi folosite in
continuare pentru investigarea altor sisteme neuniforme la nivel nanometric, incluzand sisteme
auto-asamblate precum gelurile si micelele polimerice.

In concluzie, am constatat ca starea excitatd cu transfer de sarcini este favorizati in
sondele D,A1n cu lant scurt (n = 2, 4), in timp ce starea excitatd normald este stabilizata in
sondele cu lant lung (n = 6, §, 10, 12). Mai mult, emisia sondelor duale D,A; 5 este reglabila
prin schimbarea polaritdtii mediului. Aceasta caracteristica diferentiazd acesti compusi de
sondele monodansil utilizate in prezent si recomanda utilizarea sondelor D,A;, bidansil in
aplicatiile solvatocromice ca mijloc precis de masurare a micropolarititii sistemului, pe baza
valorii raportului de intensitati ale benzilor de fluorescentd. Sondele D,A;, pot fi, de
asemenea, utile Tn investigarea sistemelor supramoleculare care contin CD, datorita

raspunsului spectral diferit al sondelor in ceea ce priveste pozitia benzii §i raportul
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intensitatilor de fluorescenta a celor doua benzi si, prin urmare, datoritd capacitatii lor de a

distinge intre diferitele tipuri de gazde (macro)moleculare [190].

CONCLUZII SI PERSPECTIVE

Rezultatele prezentate T n aceastd teza au indicat doud serii de noi compuS i cu
proprietati duale care pot fi utilizate T n diferite domenii ale chimiei referitoare la interactiile
necovalente T n sisteme supramoleculate sau T n investigarea unor procese de difuzie s i
reactii chimice.

Sondele moleculare duale sintetizate prezinta atdt proprietati de fluorescenta cat S i
proprietati paramagnetice. Studiile efectuate au aratat ca unitatea structurald ce conecteaza
cele doud grupari poate fi determinanta pentru interactiile sondei cu alte specii. Proprietatile de
fluorescenta S i uneori chiar s i cele paramagnetice nu variaza liniar cu lungimea linker-ului
flexibil T n cadrul unei serii de compus i. De exemplu, T n cazul seriei duale cu linker oligo-
etilenglicolic, variatia timpului de rotatie corelational S i randamentului cuantic de
fluorescenta sunt determinate de conformatia preferentiald adoptatd T n jurul legaturilor C-C
S i C-O ce formeaza lantul oligo-etilenglicolic.

Mai mult, particularitatile moleculei gazdd determind geometriile structurilor
supramoleculare rezultate. Astfel, T n cazul seriei de sonde supramoleculare duale Py(EG),T,
lanturile oligo-etilenglicolice interactioneaza cu ciclodextrina rezultand cel mai probabil
complecs i de tip sandwich. Aceste sonde au putut fi utilizate pentru a evidentia difuzia lor in
geluri polimerice covalente, dar s i pentru a studia formarea unor geluri termotropice T n
sisteme ce contin block-copolimerul Pluronic F127. Comportarea sondelor duale Py(EG),T
T n sistemele de Pluronic F127 a fost comparata cu cea a sondelor monomoleculare
fluorescente Py(EG), sau paramagnetice (EG),T. Rezultatele au ardtat ca sondele cu
proprietati fluorescente Py(EG),T si Py(EG), nu au o sensibilitate mare fatd de schimbarile de
micropolaritate ce T nsotesc trecerea sistemelor ce contin F127 din faza micelara T n faza de
gel. T n schimb, speciile paramagnetice sunt mult mai potrivite pentru studiul acestei
transformadri deoarece constanta de scindare hiperfina este un parametru mult mai sensibil la
schimbarile de polaritate.

Consideram ca aceste rezultate referitoare la sondele moleculare duale se pot completa
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cu altele referitoare la comportamentul lor in sisteme supramoleculare ce contin structuri
polimerice.

T n cazul celei de-a doua serii de sonde moleculare duale (DA1,T), T n care gruparea
fluorescenta (dansil) s i paramagnetica (TEMPO) sunt conectate prin lanturi alchil, rezultatele
au condus la concluzia cd interactia cu ciclodextrinele implicd de fapt interactia cu gruparile
dansil. Ca produsi secundari au fost obtinuti derivatii monodansilati (DA ) si bidansilati
(D2A1n) care au fost caracterizati fizico-chimic si pentru care s-au determinat constantele de
asociere corespunzatoare complecsilor de incluziune cu ciclodextrine.

In perspectiva, se pot sintetiza noi sonde moleculare duale care si prezinte afinitate
pentru nanoparticule metalice, cum ar fi cele de aur sau de argint. De asemenea, proprietdtile
redox sau de captatori de spin ale acestor tipuri de molecule vor putea fi studiate in sisteme in

care se genereaza radicali liberi instabili.
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