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1. INTRODUCERE

In ultimii ani importanta separatologiei ca ramura a chimiei analitice a crescut datorita
necesitatii separararii unor amestecuri complexe. Tehnicile utilizate au progresat, fie prin
(spectrometria de masa). Chiralitatea este o caracteristica particulara a materiei vii, iar separarile
chirale sunt o ramurd a separatologiei importantd pentru stiintele vietii: biologia si stiintele
medicale.

In domeniul farmaceutic, mai ales din cauza actiunilor farmacologice diferite, dar si a
reactiilor adverse diferite ale enantiomerilor, unele medicamente sunt prescrise sub forma unui
singur enantiomer, fiind necesara separarea acestuia din amestecul racemic.

Datoritd avantajelor pe care le prezinta, electroforeza capilard de afinitate este adesea
folosita, mai ales in ultimii 30 de ani, in separdrile chirale, fiind utilizati selectorii chirali care sunt
dizolvati 1n electrolitul de lucru. Dintre selectorii chirali, rezultate interesante s-au obtinut in
prezenta ciclodextrinelor native si derivatizate.

Eficientizarea separarilor se obtine adeseori prin folosirea unor sisteme binare de selectori.
Exista referiri interesante in literatura de specialitate referitoare la sistemele de selectori care
folosesc ciclodextrine si lichide ionice chirale.

Lichidele ionice chirale sunt specii chimice ionofore, cu punctul de topire, in general sub
100°C, care fie datorita cationului organic voluminos, fie datoritd anionului organic sau anorganic,
de asemenea voluminos, fie datoritd ambilor ioni poseda asimetrie moleculara, proprietate datorita
careia, mai ales Tn ultimii 10 ani, au fost utilizate ca selectori chirali in electroforeza capilara.
Deoarece uneori capacitatea lor de enantiodiscriminare nu este suficientd pentru separarea unor
amestecuri racemice, se folosesc in asociere, mai ales cu ciclodextrinele.

Am considerat cad poate fi de interes, ca subiect al tezei de doctorat, studiul capacitatii
enantioselective a unor sisteme binare de selectori, ciclodextrine-lichide ionice chirale derivate de
la aminoacizi, la separarea amestecurilor racemice medicamentoase ale ofloxacinei, clorhidratului
ondansetronului, clorhidratului mianserinei si amestecul racemic al acidului aspartic prin
electroforeza  capilard, cu precizarea conditiilor experimentale care favorizeaza
enantiodiscriminarea, studiu care sa permita observatii privind eventualele mecanisme de separare

chirala.



5. PARTEA EXPERIMENTALA. CERCETARI PERSONALE

Consideratiile de ordin teoretic din primele capitole ale tezei, evidentiaza actualitatea si
importanta separarilor chirale prin electroforezd capilara utilizdnd lichide ionice chirale ca
selectori chirali, mai ales tn ultimii 10 ani, justificand alegerea subiectului lucrarii .

In cercetarile intreprinse in partea experimentald s-a urmdrit sinteza, caracterizarea apoi
utilizarea ca selectori chirali a lichidelor ionice chirale derivate de la aminoacizi in metode
electroforetice pentru evaluarea capacitatii de enantioseparare a acestora asupra unor amestecuri
racemice medicametoase.

Au fost luate n studiu lichide ionice derivate de la aminoacizi - AAIL derivate de la
tetraalchilamoniu, (tetrametil, respectiv tetrabutilamoniu) deoarece exista posibilitatea obtinerii
acestora printr-o sinteza simpla iar L-aminoacizii sunt o materie prima cu un grad de puritate
optica avansat.

Aminoacizii alesi drept anioni chirali ai lichidelor ionice chirale sunt: L-leucina, L-
histidina si L-prolina. Hidroxizii de tetraalchil amoniu au o bazicitate suficient de mare pentru a
deprotona usor gruparea carboxil, in urma reactiei de neutralizare rezultdnd un singur produs
secundar, apa, care poate fiusor eliminatd din sistem, prin evaporare.

Amestecurile racemice medicamentoase luate in lucru (ofloxacina, ondansetronul si
mianserina) pot fi separate partial sau total de cétre unele ciclodextrine.

Deoarece capacitatea de enantiodiscriminare a CIL ca selectori chirali unici este redusa,
am utilizat lichidele ionice la separarea amestecurilor racemice amintite, in sisteme binare cu
ciclodextrinele- B ciclodextrina nativa, hidroxipropil-p-ciclodextrina si derivatul metilat aleator al
B-ciclodextrinei prin electroforeza capilara de afinitate. Am utilizat acidul DL aspartic la separari
prin electroforeza capilara prin schimb chiral de liganzi.

Etapele studiului intreprins au urmarit:

> sinteza lichidelor ionice chirale conform literaturii;

> caracterizarea analiticd a acestora prin analizi elementald, spectrometrie ‘H-RMN
si IR, putere rotatorie specifica;

> utilizarea lichidelor ionice chirale derivate de la tetrabutil si tetrametil amoniu ca
selectori chirali binari in electroforeza capilard de afinitate;

> utilizarea lichidelor ionice derivate de la tetrametil amoniu in electroforeza capilara



prin schimb chiral de liganzi;
> utilizarea lichidelor ionice derivate de la tetrametil amoniu in electroforeza capilara

Tn mediu neapos.

5.1. Sinteza si caracterizarea lichidelor ionice chirale

S-au obtinut lichide ionice chirale derivate de la aminoacizii ,,L”, L-leucind (Leu), L-
histidina (His) si L-prolina (Pro) cu saruri de de tetrabutilamoniu (AATBA) si de tetrametilamoniu
(AATMA).

Pentru sinteza s-au folosit metode citate 1n literaturd [30,79], care au la baza reactia dintre

aminoacizii naturali, forma ,,L.” si hidroxidul cuatrernar de amoniu.

Procedeul de lucru

Amestecul format din aminoacid (0,13 mmoli) suspendat in 20 mL apd si solutia de
hidroxid cuaternar de amoniu (tetrabutilamoniu sau tetrametilamoniu) (0,13 mmoli), dizolvat in
20 mL api s-au agitat pe o plitd cu incilzire si cu agitare magnetica timp de 2 ore, la 60°C.

Excesul de apa se evapora din solutia obtinuta la etuva timp de 6-12 h, la 60°C. Peste
amestecul de reactie s-a adaugat Na2SQO4 anhidru si 10 mL acetonitril (pentru reactia cu hidroxid
de tetrabutilamoniu) sau etanol (pentru reactia cu hidroxidul de tetrametilamoniu). Aminoacidul
nereactionat precipita la adaugarea solventilor organici. Suspensia se filtreaza prin hartie de filtru
banda albastra, iar filtratul obtinut se evapora la 60°C, pana la pondere constanta.

S-au obtinut urmatoarele lichide ionice derivate de la aminoacizi :

> derivati de tetrametilamoniu ai aminoacizilor (AATMA):

- L-leucinat de tetrametilamoniu (LeuTMA) - lichid galben,

- L-histidinat de tetrametilamoniu (HisTMA) - lichid portocaliu,

- L-prolinat de tetrametilamoniu (ProTMA) - lichid galbui.

> derivati de tetrabutilamoniu ai aminoacizilor (AATBA)

- L-leucinat de tetrabutilamoniu (LeuTBA) - lichid galben,

- L-histidinat de tetrabutilamoniu (HisTBA) - lichid siropos galben-brun,

- L-prolinat de tetrabutilamoniu (ProTBA) - lichid galbui.



Produsii obtinuti au fost caracterizati prin cromatografie in strat subtire, spectrometrie *H-

RMN, putere rotatorie specifica, spectrometrie IR si prin analiza elementala.

Analiza prin cromatografie in strat subtire a permis evidentierea puritatii lichidelor

ionice cu care s-a lucrat (nu s-au observat spoturi suplimentare).

Spectrele 'H-RMN ale lichidelor ionice s-au determinat cu spectrometrul Varian Gemini
300 BB, 300 MHz. Pentru inregistrarea spectrelor *H-RMN ale lichidelor ionice chirale obtinute
s-a lucrat la o frecventd de 300 MHz, folosind ca solvent apa deuteratd. S-a inregistrat variatia
deplasarii semnalului protonului de la atomul de carbon chiral din pozitia o a aminoacidului si,
respectiv, al cationului tetraalchil amoniu din lichidul ionic comparativ cu aminoacidul liber/
hidroxidul cuaternar de amoniu, referinta fiind picul rezidual al apei de la 4,79 ppm.

Rezultatele sunt prezentate n Tabelele 6 si 7.

Tabel 6 Deplasarile chimice ale protonilor de la atomul de carbon a din aminoacizi si
anionii aminoacidului din AAIL

Deplasare
chimica Pro Leu His ProTMA | LeuTMA | HisTMA | ProTBA | LeuTBA | HisTBA
(ppm)
& H" 4,080 | 3,699 | 3,912 | 3,627 3,352 3,412 | 3,755 | 3,498 | 3,554
(ppm)
A& H* - - - 0,452 0,346 0,500 | 0,324 | 0,201 | 0,359
(ppm)
Tabel 7 Deplasarile chimice ale protonilor de la atomul de carbon o din hidroxizii
cuaternari de amoniu si cationii tetraalchilamoniu in AAIL

Deplasare
chimici | TMAOH | TBAOH | ProTMA | LeuTMA | HisTMA | ProTBA | LeuTBA | HisTBA

(ppm)
3 H* 3,116 3,137 3,126 3,135 3,065 3,153 3,159 3,106

(ppm)
A& H® - - -0,01 -0,019 | -0,051 | -0,015 | -0,021 | -0,031

(ppm)

Consideram ca deplasarile importante ale protonilor din pozitia a ale aminoacizilor L-Leu,
L-His si L-Pro evidentiaza interactiunea dintre hidroxidul cuaternar de amoniu s1 aminoacidul cu

formarea lichidului ionic chiral (fig. 4-14).
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Figura 3 Spectrul tHRMN al L-ProTBA

Puterea rotatorie specifica
A fost determinati puterea rotatorie specifici /a/%p, a lichidelor ionice chirale obtinute,
utilizand apa distilata ca solvent.

Tabel 8 Valorile [a]?*°p ale aminoacizilor si ale lichidelor ionice chirale sintetizate

Moleculd/ Aminoacid AATBA AATMA
anion ¢ (%) [0]%p ¢ (%) [0]®p ¢ (%) [0]?%
L-Leu 0,594% -8,4 0,591% -0,617 0,337% 0,053
L-His 0,547% -38,40 0,647% -5,53 0,229% -4,834
L-Pro 0,605% -84,26 0,643% -25,225 0,677% -35,19

Se poate observa in cazul tuturor lichidelor ionice, o modificare a puterii rotatorii specifice
fatd de aminoacizii de la care au provenit, in sensul diminudrii acesteia. O modificare mai
accentuati a valorii /a/?p se observi in cazul derivatilor de la L-prolina.

Aceste observatii confirma formarea lichidelor ionice chirale considerate.
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Spectrele IR

Spectrele IR ale lichidelor ionice chirale obtinute de noi au fost comparate cu spectrele
aminoacizilor si ale hidroxizilor cuaternari de amoniu.

Se poate observa o diferentd semnificativa intre alura spectrelor IR ale aminoacizilor si ale
hidroxizilor cuaternari de amoniu si, de asemenea, se observa ca in spectrele IR ale lichidelor
ionice se regdsesc benzile caracteristice partenerilor de reactie. Aceastd ultimad observatie se
constata cu usurinta in spectrele suprapuse ale aminoacizilor, hidroxizilor cuaternari de amoniu si
ale CIL (fig. 26-31). De asemenea, pentru toate AATBA si AATMA se remarca faptul ca
semnalul corespunzator vc=0 -COOH poate fi identificat, se indica deprotonarea acestei grupari,
si este prezenta banda coreSpunzatoare vc=o asimetric apartinand gruparii carboxilat. De exemplu, Tn
cazul LeuTMA si LeuTBA, se observi banda vc=0 asimetric la 1570 cm™ (fig. 26 si 29).

Lirgimea benzii din jurul valorii de 3200-3000 cm™ nu permite atribuirea siguri a grupérii
-NHoa, insa semnalele acestei grupari pot fi observate in aceasta regiune (fig. 15-25).

A fost efectuata, de asemenea, o analiza de tip cluster pe baza valorilor spectrale ale celor
sase lichide ionice, aminoacizi precursori si celor doua baze precursoare. Analiza s-a efectuat
utilizind metoda Ward pe baza distantelor Euclidiene si a fost reprezentatd sub forma de
dendograma. Pe baza analizei statistice efectuate, se observa 4 clase spectrale majore, un grup al
lichidelor ionice pe baza de tetrabutilamoniu, un grup al aminoacizilor, un grup al lichidelor ionice
pe bazd de tetrametilamoniu si un grup format din cele doua baze. Se remarca si o asemanare
statisticd mai mare intre spectrele IR ale lichidele ionice din grupul AATBA cu spectrele IR ale
aminoacizilor, in timp ce spectrele lichidelor ionice din grupul AATMA prezinta o similitudine

mai mare fata de grupul bazelor (fig. 32).
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- rosu, TBAOH- albastru si Pro- verde pentru CIL si pentru precursori CIL

Analiza elementala

Pentru confirmarea structurii chimice a substantelor sintetizate, pe 1anga analizele spectrale
mentionate, este necesard efectuarea unei analize elementale cantitative, analizd ce exprima
procentual rapoartele cantitative ale atomilor compusului organic studiat.

Rezultatele obtinute se gasesc in tabelul 9. Unele diferentele dintre valorile experimentale
si cele teroretice se pot explica prin higroscopicitatea CIL.

Tabel 9 Analiza elementald a CIL

CIL LeuTBA HisTBA ProTBA LeuTMA HisTMA ProTMA

% Teo- Ex- Teo- Ex- Teo- Ex- Teo- Teo- Teo- Ex- Teo- Ex-
elem. re- peri- re- peri- re- peri- re- re- re- peri- re- peri-
tic mental tic mental tic mental tic tic tic mental tic mental
(%) (%) | (%) (%) (%) | (%) (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%)

70,93 | 59,21 | 66,64 | 58,9 | 70,76 | 59,46 | 58,77 | 42,38 | 52,99 | 36,89 | 57,40 | 38,68

12,89 | 20,89 | 11,10 | 18,07 | 12,35| 26,92 | 11,75 | 21,4 | 8,76 | 16,61 | 10,63 | 22,33

752 | 585 | 14,13 | 1151 | 7,86 | 7,27 | 13,71 | 9,26 | 24,54 | 14,95 | 14,88 | 9,56

o Z| T O

8,59 | 14,05 | 8,07 | 11,52 | 8,98 | 6,35 | 15,67 | 26,96 | 14,02 | 31,55 | 17,00 | 29,43
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5.2. Studiul enantioselectivititii lichidelor ionice chirale asupra separarilor prin

electroforezi capilari in mediu apos a unor amestecuri racemice medicamentoase

5.2.1. Cercetari preliminare

In literatura de specialitate se constata ci puterea discriminatorie chirala a CIL, utilizati ca
selectori unici, nu este satisfacatoare [113,129], de aceea am avut in vedere posibilitatea utilizarii
lichidelor ionice chirale pe care le-am sintetizat in asociere cu diferite ciclodextrine (f-
ciclodextrina, hidroxipropil B-ciclodextrina si derivatul metilat aleator al [-ciclodextrinei), in
intentia de a stabili conditiile experimentale cele mai favorabile pentru enantiosepararea unor
amestecuri racemice medicamentoase (ofloxacina, clorhidratul de ondansetron si clorhidratul de
mianserind).

In acest scop, in cercetari preliminare, am urmarit si stabilim in ce masura este influentata
enantioselectivitatea ciclodextrinelor, pe de o parte, in prezenta precursorilor lichidelor ionice
chirale (aminoacizi, hidroxizi cuaternari de amoniu) si pe de alta parte, in prezenta lichidelor ionice
chirale sintetizate de noi.

Solutiile preparate pentru determindrile electroforetice

Solutii pentru determinarile enantioselectivitatilor in electroforeza capilara de afinitate

Tabel 10 Formulele de preparare ale solutiilor tampon cirat pH 3-5

pH Citrat Na 0,1 M (mL) HCI 0,1 M (mL) Apa (mL)
3 20,2 29,8 ad 100 mL
4 28,0 22,0 ad 100 mL
5 48,0 2,0 ad 100 mL

Tabel 11 Concentratiile molare ale selectorilor chirali, ciclodextrina-lichid ionic derivat de
tetrabutilamoniu, ciclodextrina-lichid ionic derivat de tetrametilamoniu, ciclodextrina-

precursor lichid ionic Tn tampon citrat

Conc. 5 mM 10 mM 15 mM
ciclodextrina
Conc.CIL/ 5 10 15 5 10 15 5 10 15
precursor mM MM MM MM mM MM mMmM | mM | mM
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Solutii pentru determindrile enantioselectivitatilor prin schimb chiral de liganzi (LECE)

Tabel 12 Formulele de preparare ale solutiilor de electroliti utilizate in separarile prin

LECE
Concetratie Raport molar Volum acid | Volum alcool- Apa (mL)
aminoacid/ lichid | aminoacid/lichid | acetic glacial modificator
ionic chiral ionic chiral: sare (mL) organic (mL)
Cu®*
30 mM 30 mM: 0,13 mL ad 10 mL
15 mM
40 mM 40 mM: 0,16 mL ad 10 mL
20 mM amL
50 MM 50 mM: 0,2 mL ad 10 mL
25 mM
60 mM 60 mM: 0,26 mL ad 10 mL
30 mM

Solutii pentru determinarile enantioselectivitatilor in mediu neapos

Tabel 13 Concentratiile molare ale selectorilor chirali, BCD-lichid ionic in tampon acid

citric/ Tris
Conc. 30 mM 60 mM
BCD
30 60 90 30 60 90
.CIL
Conc.C mM mMM | mM|{ mMmM | mM | mM

Echipamentul utilizat pentru determinarile electroforetice este un sistem de electroforeza
capilara Agilent G1601 A cu detector DAD; achizitia si prelucrarea datelor s-a facut cu ajutorul
programului ChemStation ver. B.02.01.; s-a utilizat un tub capilar cu lungimea totala de 48,5 cm,

lungimea efectiva de 40 cm si diametrul intern de 50 pm (Agilent, Germania).
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5.2.1.1. Capacitatea de enantioseparare a p-ciclodextrinei asupra amestecului
racemic al clorhidratului de ondansetron

Intr-o prima etapa, s-a evidentiat, prin calcularea rezolutiilor, capacitatea de separare
chirala a B-ciclodextrinei, in tampon citrat la diferite valori de pH (3, 4 si 5) fatd de amestecul

racemic al clorhidratului de ondansetron.

Procedeul de lucru

Au fost analizate solutii de amestec racemic, folosind solutie de electrolit de lucru care
contine BCD (15 mM) in tampon citrat la pH 3, pH 4 si, respectiv, pH 5. Potentialul aplicat a fost
de 20 kV; proba a fost introdusa in sistem hidrodinamic, folosind o presiune de 50 mbar x 1s.
Temperatura de lucru a fost de 25 °C. Detectia pentru ondansetron s-a facut la A=216 nm.

Electroforegramele obtinute sunt redate in fig. 33.

Rezolutiile (Rs) au fost calculate dupa formula:

_ L18(tg — ta)

.=
(w1, +wi)
2B 24

v oH 5 Figura 52 Electroforegrame

! reprezentand influenta pH-ului

asupra separarilor chirale a
amestecului racemic al

‘ clorhidratului de ondansetron in

prezenta BCD 15 mM

100 pH 4
' pH 3

] m
25

T T T I 0 T T
7 8 9 10 1 12 13 14 15 min

n care ta si ts sunt timpii de migrare ai celor doi enantiomeri, iar wip A si wiz g sunt latimile

180 -

picurilor la jumédtatea ndltimii. Valorile timpilor de migrare si ale rezolutiilor obtinute la separarea

enantiomerilor ondansetronului sunt redate in tabelul 14.

18



Tabel 14 Influenta pH-ului asupra separirii chirale a clorhidratului de ondansetron in
amestec tampon citrat

pH Rs ta (min) ts (min) wiza(min) | wi/2s(min)
3 0,67 7,331 7,428 0,0572 0,1123
4 0,5335 6,587 6,656 0,0403 0,1118
5 0 6,774 - 0,184 -

Capacitatea de separare 1n sistem tampon citrat este influentatd de pH, scazdnd odata cu
cresterea pH-ului. Rezolutia nu este insd satisfacatoare, indiferent de pH, fiind maxima la pH 3

Tnlocuind tamponul citrat cu tampon fosfat la pH 3 se constatd ci BCD nu poate separa
amestecul racemic considerat.

Avand in vedere observatiile facute, determinarile ulterioare s-au efectuat in tampon citrat,
pH 3.

5.2.1.2. Influenta precursorilor lichidelor ionice chirale asupra capacitatii de separare a BCD

S-aurmarit efectul concentratiei precursorilor lichidelor ionice chirale hidroxizii cuaternari

de amoniu si aminoacidul leucina, in amestec cu BCD, la separarea amestecului racemic al
Tabel 15 Influenta sistemului de selectori pCD-
hidroxizi de tetraalchilamoniu (TAAOH) la
separarea enantiomerilor ondansetronului la
concentratii de 15 mM BCD

clorhidratului de ondansetron.

Procedeul de lucru

. , 15 mM TAAOH Rs
S-au preparat solutii care contin o BCD (mM) ondansetron

concentratic de BCD de 15 mM si hidroxizi 0 mM 0,6705
. . . . TBAOH 5mM 0,699
cuaternari de amoniu, conform tabelului 11. Dupa 10 mM 0.792
filtrarea si degazarea solutiilor, s-au Tnregistrat 15 mM 0,9037
electroforegramele.  Concentratia  amestecului 0 mM 0,6705
’ TMAOH 5mM 0,3180

racemic al ondansetronului a fost de 1 mg/mL. S-a 10 mM 0,5792
lucrat la un potential de 20 kV si o temperaturd de 15 mM 0,5887

lucru de 25°C. Rezultatele obtinute sunt redate n tabelul 15. Se poate observa ca, in timp ce

TBAOH exercitd un efect de crestere a rezolutiilor la separarea enantiomerilor clorhidratului de

odansetron, TMAOH scade rezolutiile.
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Mentionam ca, urmarindu-se efectul amestecului BCD-leucina la separarea enantiomerilor
clorhiratului de ondansetron, s-a constatat ca prezenta aminoacidului nu influenteaza efectul de

discriminare chirald a BCD.

5.2.1.3.Capacitatea de enantioseparare a sistemului de selectori p-ciclodextrina-

LeuTBA si B-ciclodextrina-LeuTMA asupra clorhidratului de ondansetron

S-au inregistrat electroforegramele si s-au calculat rezolutiile la separarea amestecului
racemic studiat, clorhidrat de ondansetron, in prezenta sistemelor chirale BCD-LeuTBA, respectiv,
BCD-LeuTMA, urmarindu-se influenta concentratiei celor doud componente ale sistemului de

selectori, B-ciclodextrina si lichidul ionic, a potentialului aplicat si ale temperaturii.

Procedeul de lucru
S-au preparat solutii de amestec BCD-LeuTBA, respectiv, BCD-LeuTMA, in tampon citrat
pH 3. Concentratiile acestora corespund tabelului 11. Dupa filtrarea si degazarea solutiilor s-au

inregistrat electroforegramele. Concentratia amestecului racemic a fost de 1 mg/mL.

Influenta potentialului aplicat si a temperaturii
S-a urmarit efectul potentialelor de 10, 15 si, respectiv, 20 kV asupra separarii
clorhidratului de ondansetron, pentru sistemul chiral binar BCD 15 mM si lichid ionic, LeuTBA,

respectiv, LeuTMA, 5 mM (tabel 16).

Tabel 16 Efectul potentialului asupra Tabel 17 Efectul temperaturii asupra
separarilor enantiomerilor separarilor enantiomerilor
ondansetronului in prezenta sistemului ondansetronului in prezenta sistemului
de selectori, BCD 15 mM si LeuTBA § de selectori, BCD 15 mM si LeuTBA 5
mM si BCD 15 mM si LeuTMA 5 mM mM si BCD 15 mM si LeuTMA 5 mM

Rs Rs
U(V) | LeuTBA | LeuTMA t(°C) LeuTBA | LeuTMA
5mM 5 mM 5 mM 5 mM
10 kV 0,9841 0,2588 16 °C 0,8294 0,288
15 kV 0,9764 0,4352 20 °C 0,9729 0,6470
20 kV 0,998 0,6529 25°C 0,998 0,6529
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Valorile rezolutiilor, la diferite potentiale, pentru separarea enantiomerilor ondansetronului
in prezenta sistemelor de selectori BCD-LeuTBA si BCD-LeuTMA sunt prezentate in tabelul 16.

Pe baza acestora s-a construit graficul din fig. 35. Pentru determindrile ulterioare s-a ales

12 ——1leuTBA 5 L2
) - mil T T 1 w . /.—_*
=.0.8 2038
5 LeuTMA 5
506 S 0.6
S 5mM N
& 0.4 & 04
—+—LeuTBA 5 mM
0.2 0.2
0.0 0 LeuTMA 5 mM
0 5 10 (kv) 15 20 25 10 15 Temperdurs () 25 30
Figura 55 Influenta potentialului aplicat asupra Figura 53 Influenta temperaturii asupra
separararilor amestecului racemic al separardrilor amestecului racemic al
ondansetronului in sistem de selectori CD-  ondansetronului n sistem de selectori CD-
LeuTBA si BCD-LeuTMA LeuTBA, respectiv, BCD-LeuTMA, 15 mM : 5

mM_ notential 20 kV
potentialul de 20 kV.

S-a urmarit efectul temperaturii la 16°C, 20°C si, respectiv, 25 °C asupra separarilor
enantiomerilor clorhidratului de ondansetron, la un potential de 20 kV, pentru concentratii ale
sistemelor chirale binare de 15 mM BCD si 5 mM LeuTBA, respectiv, 5 mM LeuTMA (tabel 17).

Se poate observa, cd la potentialul de 20 kV, pentru rapoarte de concentratii BCD-
LeuTBA, respectiv fCD-LeuTMA 15 mM : 5 mM, rezolutiile maxime s-au obtinut pentru o

temperatura de 25 °C.

Influenta concentratiei BCD si a lichidului ionic chiral

Urmarindu-se In ce masura lichidele ionice, in absenta BCD, au efect de discriminare
asupra enantiomerilor clorhidratului de ondansetron la o concentratie de LeuTBA, respectiv,
LeuTMA de 10 mM, s-a observat ca niciunul dintre acestea nu are efect de discriminare asupra
amestecului racemic studiat. In fig. 37 este redatd electroforegrama amestecului racemic de
clorhidrat de ondansetron in prezenta LeuTBA 10 mM, la pH 3.

Pentru a stabili efectul concentratiilor celor doud componente ale selectorilor chirali, BCD-
LeuTBA si BCD-LeuTMA, asupra separarii amestecului racemic clorhidrat de ondansetron, s-a
lucrat la concentratii constante de ciclodextrind (5 mM, 10 mM, 15 mM) si s-au adaugat

concentratii diferite, intre 5 mM si 15 mM de lichid ionic chiral, LeuTBA, respectiv, LeuTMA,
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conform tabelului 11. Electrolitul de lucru a fost tamponul citrat la pH 3. S-a lucrat la un potential
de 20 kV si la temperatura de 25°C.

S-au Inregistrat timpii de migrare, latimea la baza a picurilor, si s-au calculat rezolutiile.
Rezultatele obtinute se gasesc 1n tabelele 18 si 19 si 1n electroforegramele din fig. 38 si 39.

Din datele obtinute, se poate observa eficienta diferitd a sistemelor de selectori, BCD -
LeuTBA si BCD-LeuTMA, la separarea amestecului racemic clorhidrat de ondansetron, si anume,
se constata ca selectorul BCD-LeuTBA prezinta o capacitate de discriminare mai accentuata decat
BCD-LeuTMA (fig. 40 si 41).

Mentionam cd nu s-a lucrat la concentratii de BCD mai mari de 15 mM, datorita solubilitatii
reduse a acesteia 1n electrolitul de lucru. De asemenea, o crestere a concentratiei lichidului ionic
chiral nu este favorabila, deoarece determinad cresterea vascozitatii solutiei si conduce la un efect
Joule accentuat.

Din cercetarile efectuate se poate observa faptul ca BCD permite separarea partiald a
enantiomerilor clorhidratului de ondansetron; o separare in proportie de 85% (Rs=1,04) se obtine
in prezenta amestecului de selectori chirali fCD-LeuTBA in anumite conditii experimentale:

tampon citrat pH 3, potential aplicat 20 kV si temperaturd 25 °C, pentru raportul de concentratii
BCD-LeuTBA 15 mM: 15 mM.

mAT mAU
n
100 300 "\
[e— i N
0 0mM LeuTBA 5 mM LeuTBA 10 MM LeuTBA 250 —— \\
200 \
60 |
l
( 150 SmM LeuT™A  [{]
\
40 ) \ \ | \
‘\ _ 100 \
20 Arssndyaod "| s |\1\ 0 mM LeuTMA
" , L
8 10 12 14 16 18 20 min| 8 10 12 14 16 min
Figura 38 Influenta concentratiei LeuTBA Figura 39 Influenta concentratiei LenTMA

asupra separarilor enantiomerilor clorhidratului asupra separarilor enantiomerilor clorhidratului
de ondansetron (BCD 15 mM, pH 3, U=20 kV  de ondansetron (BCD 15 mM, pH 3, U=20 kV,
la 25°C) 25°C)

Acesti parametri experimentali au constituit baza pentru cercetarile ulterioare efectuate

asupra altor amestecuri racemice medicamentoase (mianserina, ofloxacina) cu
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Tabel 18 Influenta sistemului de selectori BCD-LeuTBA asupra separarilor enantiomerilor
ondansetronului , la concentratii constante de BCD

BCD LeuTBA ta (min) ts (min) | wiza(min) | wi/z s (min) Rs
(mM) (mM)
0mM 6,22 6,26 0,0345 0,0986 0,2828
5mM 5 mM 6,79 - 0,0720 - 0
10 mM 6,848 - 0,0560 - 0
15 mM 6,84 - 0,0607 - 0
0 mM 6,70 6,76 0,0382 0,0813 0,5907
10 mM 5mM 6,89 6,935 0,0533 0,0383 0,5138
10 mM 7,374 7,429 0,0322 0,0444 0,8447
15 mM 7,31 7,37 0,0330 0,0492 0,8015
0mM 7,73 7,42 0,0643 0,1123 0,6736
15 mM 5mM 7,95 8,06 0,0643 0,0657 0,998
10 mM 8,335 8,434 0,0464 0,0688 1,011
15 mM 8,43 8,53 0,0453 0,0676 1,0421

Tabel 19 Influenta sistemului de selectori BCD-LeuTMA asupra separirilor
enantiomerilor ondansetronului , 1a concentratii constante de pCD

BCD LeuTMA ta (min) ts (min) | wiza(min) | wi/z s (min) Rs
(mM) (mM)
0mM 6,22 6,26 0,0345 0,0986 0,2828
5mM 5mM 7,07 7,16 0,1808 0,2346 0,25
10 mM 6,85 6,87 0,025 0,1564 0,1686
15 mM 6,86 6,90 0,0473 0,2858 0,1681
0 mM 6,70 6,76 0,0382 0,0813 0,5907
10 mM 5mM 7,16 7,24 0,094 0,109 0,493
10 mM 7,24 7,33 0,0487 0,1635 0,4934
15mM 14,20 14,38 0,1129 0,2406 0,5791
0mM 7,73 7,42 0,0571 0,1123 0,6736
15 mM 5 mM 10,14 10,26 0,0787 0,1336 0,6539
10 mM 8,59 8,71 0,107 0,1067 0,6602
15 mM 8,57 8,68 0,0616 0,1331 0,6768

diferite tipuri de amestecuri de selectori chirali cu lichide ionice chirale provenite de la aminoacizi,
derivate de tetraalchilamoniu-AATAA (HPBCD-AATAA, RAMEB-AATAA).

Adaosul lichidului ionic LeuTMA la BCD este mai putin favorabil separarilor
enantiomerilor clorhidratului de ondansetron. Rezolutia cea mai mare obtinutd pentru sistemul
BCD-LeuTMA (0,6768) corespunde raportului de concentratii BCD 15 mM - LeuTMA 15 mM, cu

foarte putin mai mare decat rezolutia obtinuta in cazul folosirii BCD 15 mM singure (0,673).

Observatiile facute ne-au permis sd presupunem existenta unui mecanism sinergic de

separare chirald determinat de sistemul de selectori BCD-LeuTBA.

23



1.2 1.2

1 & 1
08 0.8 -
9] 2
5 5
3 06 S 0.6 M =
o ¢ LeuTBA 0 mM 2 m ¢BCD5m
04 B LeuTBA 5mM 0.4 mBCD 10 mM
LeuTBA 15mM
0 4 0 2 2 L 2 -4
0 10 15 20 0 5 10 15 20
[BCD] (mM) [LeuTBA] (mM)
A B

Figura 40 Influenta parametrilor experimentali: concentratie de BCD (A), concentratie de
LeuTBA (B), asupra rezolutiilor separarilor enantiomerilor clorhidratului de ondansetron
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Figura 41 Influenta parametrilor experimentali: concentratie de BCD (A), concentratie de
LeuTMA (B), asupra rezolutiilor separarilor enantiomerilor clorhidratului de ondansetron

Desi literatura nu citeaza complecsi de incluziune ai ondansetronului cu BCD, consideram
ca atomul chiral al ondansetronului rdmane in afara cavitdtii ciclodextrinei, si cei doi enantiomeri

stabilesc interactiuni diferite cu lichidul ionic.
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5.2.2. Capacitatea de enantioseparare a sistemelor de selectori CD-lichid ionic chiral
derivat de tetrabutilamoniu, respectiv, BCD-lichid ionic chiral derivat de tetrametilamoniu

asupra unor amestecuri racemice medicamentoase

Cercetarile preliminare efectuate folosind ca selectori chirali BCD-LeuTBA si BCD-
LeuTMA la separarea enantiomerilor clorhidratului de ondansetron au constuit baza pentru
extinderea cercetdrilor utilizand alti selectori chirali binari formati din BCD si lichide ionice chirale
- sdruri de tetrabutilamoniu sau tetrametilamoniu ale unor aminoacizi cum sunt leucina, histidina si
prolina - la separarea enantiomerilor clorhidratului de ondansetron si clorhidratului de mianserina
prin electroforeza capilard. Ca si in cercetarile preliminare, s-au urmarit influenta pH-ului solutiei
tampon citrat, folosit ca electrolit de lucru, efectul concentratiilor B-ciclodextrinei si ale lichidelor
ionice chirale, influentele potentialului si ale temperaturii. S-a urmarit de asemenea efectul
precursorilor lichidelor ionice asupra separarilor chirale a enantiomerilor clorhidratului
mianserinei.

Astfel, pentru separarea enantiomerilor clorhidratului de ondansetron s-au folosit sistemele
chirale:

B-ciclodextrina cu histidinat de tetrabutilamoniu (BCD-HisTBA),

B-ciclodextrina cu histidinat de tetrametilamoniu (BCD-HisSTMA),

B-ciclodextrina cu prolinat de tetrabutilamoniu (BCD-ProTBA),

B-ciclodextrina cu prolinat de tetrametilamoniu (BCD-ProTMA),
iar pentru separarea enantiomerilor clorhidratului de mianserina am utilizat sistemele chirale:
- P-ciclodextrina cu leucinat de tetrabutilamoniu (BCD-LeuTBA),
- P-ciclodextrina cu leucinat de tetrametilamoniu (BCD-LeuTMA),
- P-ciclodextrina cu histidinat de tetrabutilamoniu (BCD-HiSTBA),
- P-ciclodextrina cu histidinat de tetrametilamoniu (BCD-HisSTMA),
- P-ciclodextrina cu prolinat de tetrabutilamoniu (BCD-ProTBA),

- P-ciclodextrina cu prolinat de tetrametilamoniu (BCD-ProTMA).
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5.2.2.1. Capacitatea de enantioseparare a BCD asupra amestecului racemic al

clorhidratului mianserinei

S-a urmarit capacitatea de separare chirald a B-ciclodextrinei ca selector chiral unic, in

tampon citrat la pH 3-5.

Procedeul de lucru

S-a lucrat dupa procedeul de lucru prezentat la capitolul 5.2.1.1. Detectia s-a facut la
lungimile de unda A=279 nm si A=216 nm.

Electroforegramele din fig. 42 evidentiaza separarea chiralda a enantiomerilor mianserinei

in prezenta fCD 15 mM. Timpii de migare inregistrati si rezolutiile calculate sunt prezentate in

tabelul 20.
Tabel 20 Influenta pH-ului asupra separirii chirale a clorhidratului de mianserina
pH Rs ta (min) ts (min) w1z2a(min) | wi/2s(min)
3 2,8405 9,574 10,376 0,1291 0,203
4 2,7294 7,353 8,512 0,232 0,2667
5 2,0764 6,089 6,393 0,0786 0,0933
Figura 42 Electroforegramele
pHS reprezentand influenta pH-ului
asupra separarilor chirale ale

5 oH 4 amestecului racemic al
clorhidratului de mianserind in

prezenta BCD 15 mM

pH 3

Din electroforegramele din fig. 42, tabelul 20 si graficul 43, se constata ca fCD singura
permite o separare corespunzatoare a enantiomerilor mianserinei (Rs > 2,00). Capacitatea de
discriminare a BCD scade la cresterea pH-ului electrolitului de lucru. Rezolutia cea mai mare se
obtine la pH 3 (2,8). Pentru celelalte determinari a fost ales ca electrolit de lucru tamponul citrat
pH 3.
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5.2.2.3. Capacitatea de enantioseparare a sistemelor de selectori B-ciclodextrina-
LeuTBA, respectiv, p-ciclodextrini-LeuTMA asupra amestecului racemic al clorhidratului

mianserinei

S-au Tinregistrat electroforegramele si s-au calculat rezolutiile obtinute la separarea
amestecului racemic al clorhidratului de mianserind in prezenta sistemelor binare: $-ciclodextrina-
leucinat de tetrabutilamoniu (BCD-LeuTBA) si B-ciclodextrina-leucinat de tetrametilamoniu
(BCD-LeuTMA).

Procedeul de lucru
Prepararea solutiilor care contin sistemele de selectori BCD-LeuTBA si BCD-LeuTMA se
face dupa un procedeu asemanator cu cel enuntat in capitolul 5.2.1., iar procedeul de lucru este

acelasi cu cel prezentat in capitolul 5.2.1.3.

Influenta concentratiei fCD si a lichidului ionic chiral

Ca si 1n cazul clorhidratului de ondansetron, lichidele ionice LeuTBA, respectiv, LeuTMA
folosite ca selectori unici (concentratie 10 mM), nu permit separarea enantiomerilor clorhidratului
de minanserind. Rezultatele obtinute se gasesc in tabelele 22 si 23.

Desi BCD permite o separare buna a enantiomerilor clorhidratului de mianserind, adaosul
selectorului LeuTBA are ca rezultat o crestere evidenta a rezolutiilor, pentru raportul de
concentratii BCD-LeuTBA de 10 mM : 15 mM obtindndu-se o rezolutie de 5,29 si, respectiv 5,57
pentru raportul 5 mM BCD : 15 mM LeuTBA.

Efectul selectorului chiral binar BCD-LeuTMA este mai putin favorabil separarilor, in
general, adaosul LeuTMA la diferite concentratii de ciclodextrina determinand rezolutii inferioare

celor obtinute in prezenta BCD singure.
Influenta potentialului aplicat si a temperaturii

S-a variat potentialul aplicat intre 10-20 kV la concentratii ale sistemelor chirale de 5 mM

BCD : 15 mM LeuTBA si 10 mM BCD : 15 mM LeuTBA, respectiv, 10 mM BCD: 15 mM
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Tabel 22 Influenta sistemului de selectori pCD-LeuTBA asupra separarilor
enantiomerilor clorhidratului de mianserina, la concentratii constante de pCD

BCD LeuTBA ta (min) ts (min) | wiza(min) | wi/zs (min) Rs
(mM) (mM)
0 mM 7,06 7,61 0,0823 0,0992 3,578
5 mM 5 mM 7,56 8,15 0,0622 0,0748 5,0923
10 mM 8,11 8,80 0,0662 0,095 4,992
15 mM 7,879 8,513 0,0604 0,0735 5,5705
0mM 8,35 9,08 0,1122 0,138 3,4278
10 mM 5 mM 8,46 9,21 0,0775 0,0869 5,3314
10 mM 8,88 9,81 0,1067 0,1206 4,8446
15 mM 9,36 10,22 0,0957 0,0961 5,29
0mM 9,57 10,37 0,1291 0,203 2,8411
15 MM 5 mM 9,92 10,78 0,1445 0,1617 3,31
10 mM 10,47 11,43 0,1563 0,1493 3,6842
15 mM 10,40 11,35 0,0914 0,1028 4,0358
Tabel 23 Influenta sistemului de selectori BCD-LeuTMA asupra separarilor

enantiomerilor clorhidratului de mianserina, la concentratii constante de pCD
BCD LeuTMA ta (min) ts (min) | wiza(min) | wi/zs (min) Rs
(mM) (mM)
0mM 7,06 7,61 0,0823 0,0992 3,578
5mM 5mM 9,19 9,78 0,1597 0,1770 2,0677
10 mM 8,86 9,80 0,1774 0,2167 2,7971
15 mM 8,21 8,91 0,1513 0,2035 2,3145
0mM 8,35 9,08 0,1122 0,138 3,4278
10 mM 5mM 8,88 9,55 0,1583 0,1765 2,3825
10 mM 8,73 9,71 0,2105 0,2369 2,369
15 mM 9,13 10,05 0,1805 0,2069 2,7696
0mM 9,57 10,37 0,1291 0,203 2,8411
15 mM 5mM 11,70 12,95 0,2693 0,3069 2,56
10 mM 10,57 11,70 0,3169 0,3334 2,05
15 mM 11,14 12,23 0,2595 0,2979 2,3069

LeuTMA si s-a constatat un efect nesemnificativ al acestuia asupra separarilor clorhidratului de

mianserina.

Efectul variatiei temperaturii (16-25°C) s-a studiat pentru aceleasi concentratii ale

sistemelor binare de selectori cu cele pentru care s-a urmarit influenta potentialului si s-a observat

ca temperatura nu influenteaza separarile.
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5.2.2.4. Capacitatea de enantioseparare a sistemelor de selectori p-ciclodextrini-
HisTBA si B-ciclodextrina-HisSTMA asupra amestecurilor racemice ale clorhidratului

ondansetronului si clorhidratului mianserinei

Efectul adaosului lichidelor ionice HisTBA, respectiv, HiSTMA la BCD asupra
enantiosepararii celor trei amestecuri racemice studiate este inferior efectului adaosului lichidelor

ionice LeuTBA, respectiv, LeuTMA la BCD.

5.2.2.5. Capacitatea de enantioseparare a sistemelor de selectori p-ciclodextrini-
ProTBA si p-ciclodextrinid-ProTMA asupra amestecurilor racemice ale clorhidratului

ondansetronului si clorhidratului mianserinei

Efectul adaosului lichidelor ionice ProTBA, respectiv, ProTMA la BCD asupra
enantiosepararii celor trei amestecuri racemice studiate este inferior efectului adaosului lichidelor

ionice LeuTBA, respectiv, LeuTMA la BCD.

5.2.3. Capacitatea de enantioseparare a sistemelor de selectori hidroxipropil-p-
ciclodextrina-lichid ionic chiral derivat de tetraalchilamoniu asupra unor amestecuri

racemice medicamentoase

In continuarea cercetirilor intreprinse ne-am propus studiul capacititii de
enantiodiscriminare a sistemelor binare HPBCD-lichide ionice chirale provenite de la aminoacizi
la separarea amestecurilor racemice ale ofloxacinei, ondansetronului si mianserinei.

S-au analizat: influenta pH-ului, concentratia ciclodextrinei si a lichidelor ionice chirale, a
potentialului aplicat si a temperaturii. Pentru separarea enantiomerilor celor trei amestecuri
racemice medicamentoase s-au folosit urmatoarele sisteme chirale:

- hidroxipropil-B-ciclodextrina cu leucinat de tetrabutilamoniu (HPBCD-LeuTBA),

- hidroxipropil-B-ciclodextrina cu leucinat de tetrametilamoniu (HPBCD-LeuTMA),

- hidroxipropil-B-ciclodextrina cu histidinat de tetrabutilamoniu (HPBCD-HisTBA),

- hidroxipropil-B-ciclodextrina cu histidinat de tetrametilamoniu (HPBCD-HisTMA),

- hidroxipropil-B-ciclodextrina cu prolinat de tetrabutilamoniu (HPBCD-ProTBA),

- hidroxipropil-B-ciclodextrina cu prolinat de tetrametilamoniu (HPBCD-ProTMA).
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5.2.3.1. Capacitatea de enantioseparare a hidroxipropil-p-ciclodextrinei asupra
amestecurilor racemice ale ofloxacinei, clorhidratului ondansetronului si clorhidratului

mianserinei

S-a urmarit in ce masura hidroxipropil-p-ciclodextrina poate functiona ca selector chiral
asupra enantiomerilor ofloxacinei, ondansetronului si mianserinei si influenta pH-ului asupra

separdrilor. S-a lucrat in amestec tampon citrat la pH 3,4 si 5.

Procedeul de lucru

Procedeul de lucru este identic cu cel prezentat in capitolul 5.2.1.1., in locul B-
ciclodextrinei fiind folosita o solutie de hidroxipropil-p-ciclodextrind 15 mM. Detectia s-a efectuat
la A=226 nm pentru ofloxacind, A= 216 nm pentru ondansetron, iar pentru mianserind S-au

inregistrat absorbantele la A= 279 nm si A= 216 nm.

Separarile sunt influentate de pH 1n cazul tuturor amestecurilor racemice, rezolutiile fiind
cu atdt mai mari cu cat pH-ul este mai mic, influenta pH-ului este mai accentuatd in cazul
mianserinei, pentru care scaderea pH-ului de la 5 la 3 produce o crestere a rezolutiei de la 2 la
4,98 pentru toate cele trei amestecuri rezolutiile cele mai mari au fost la pH 3 (Rs=0,88 pentru
ofloxacind, Rs=0,94 pentru ondansetron si Rs= 4,98 pentru mianserina) (tabele 34-36) .

Determinarile ulterioare au fost efectuate in tampon citrat la pH 3.
Tabel 34 Influenta pH-ului asupra separirii chirale a ofloxacinei

pH Rs ta (min) ts (Min) w1za (min) | wi/2s(min)
3 0,8848 6,826 7,012 0,0941 0,1532
4 0,5981 6,512 6,608 0,0629 0,1254
5 0,4894 6,149 6,205 0,0366 0,098
Tabel 35 Influenta pH-ului asupra separirii chirale a clorhidratului de ondansetron
pH Rs ta (min) ts (min) wiza(min) | wi/2s(min)
3 0,9403 7,683 7,834 0,0784 0,151
4 0,4400 7,196 7,283 0,0552 0,1774
5 0,4098 6,046 6,097 0,0325 0,1139




Tabel 36 Influenta pH-ului asupra separirii chirale a clorhidratului de mianserina

pH Rs ta (min) ts (min) wiza(min) | wi/2s(min)
3 4,988 8,456 9,08 0,0659 0,0731
4 2,2822 8,059 8,647 0,1415 0,1616
5 2,0045 7,001 7,367 0,1012 0,1136

5.2.3.2. Influenta precursorilor lichidelor ionice chirale asupra capacitatii de separare

a HPBCD

S-a urmadrit, pe de o parte, efectul amestecului de HPBCD cu hidroxizii cuaternari de

amoniu - hidroxid de tetrabutilamoniu si hidroxid de tetrametilamoniu — si, pe de altad parte, a

amestecului de HPBCD cu aminoacizii leucind, histidind, prolind asupra separdrii amestecurilor

racemice ale ofloxacinei, clorhidratului de ondansetron si clorhidratului de mianserina.

Procedeul de lucru

S-a lucrat dupa un procedeu similar cu cel prezentat in capitolul 5.2.1.2., inlocuindu-se

BCD cu HPBCD. Determinarile electroforetice au condus la rezultatele din tabelul 37.

15 mM TAAOH Rs Rs Rs Tabel 37 Influenta
HPBCD (mM) ofloxacin | ondansetron | mianserini | sistemului de selectori

0mM 0,8848 0,7743 5,2814 HPBCD-TAAOH la
TBAOH 5mM 1,0238 0,8715 5,2932 separarea

10 mM 1,1743 1,0414 4,8645 enantiomerilor

15 mM 1,1061 1,0198 5,25 ofloxacinei,

0 mM 0,8848 0,7743 5,2814 ondansetronului si
TMAOH 5mM 0,7442 0,7608 5,2639 mianserinei la

10 mM 0,8431 0,7688 4,6177 concentratii de 15 mM

15 mM 0,8848 0,8592 4,8642 HPBCD

Se poate observa cd sistemul binar HPBCD-TBAOH nu influenteaza semnificativ

rezolutiile la separarea enantiomerilor mianserinei, insa, determind o ugoara ameliorare a
separdrilor pentru amestecurile racemice ale ondansetronului si ale ofloxacinei. TMAOH
influenteaza nesemnificativ capacitatea de separare a HPBCD. Aminoacizii precursori ai lichidelor
ionice leucina, histidina, prolina, in amestec cu HPBCD nu influenteaza separarile enantiomerilor

celor trei amestecuri racemice.
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5.2.3.3. Capacitatea de enantioseparare a sistemelor de selectori HPBCD-LeuTBA si
HPBCD-LeuTMA asupra amestecurilor racemice ale ofloxacinei, clorhidratului

ondansetronului si, respectiv, clorhidratului mianserinei

S-a urmarit sa se stabileasca efectul de enantiodiscrmininare a sistemelor de selectori
formate din HPBCD si lichidele ionice provenite de la leucina si hidroxid de tetrabutilamoniu si,

respectiv, hidroxid de tetrametilamoniu.

Procedeul de lucru
Prepararea solutiilor care contin sistemele de selectori HPBCD-LeuTBA si HPBCD-
LeuTMA se face dupa procedeul de la capitolul 5.2.1.3., utilizandu-se HPBCD 1in locul BCD. S-

a lucrat la la un potential de 20 kV si la o temperaturad de 25°C.

Influenta concentratiei HPBCD si a lichidului ionic chiral

Mentionam ca cele doud sisteme LeuTBA (10 mM) si LeuTMA (10 mM) nu permit
separarea enantiomerilor niciunuia din cele trei amestecuri racemice studiate.

Pentru a stabili capacitatea de discriminare chirala a sistemelor HPBCD-LeuTBA si
HPBCD-LeuTMA, s-au preparat solutii de amestec ciclodextrina-lichid ionic conform tabelului
11.

Electroforegramele obtinute la separarea enantiomerilor ofloxacinei si ondansetronului n
prezenta sistemelelor binare de selectori HPBCD-LeuTBA, respectiv, HPBCD-LeuTMA sunt
prezentate in fig. 62, 63, 66, 67 iar tabelele 38-43 inscriu rezolutiile calculate pe baza datelor
experimentale la determinarea celor trei amestecuri racemice.

Adaosul lichidelor ionice, LeuTBA, respectiv, LeuTMA determind o imbundtétire a
separarii pentru aproape toate rapoartele de concentratie n cazul enantiomerilor ofloxacinei.

Cele mai bune separari s-au obtinut pentru rapoartele molare HPBCD 15 mM: LeuTBA 15
mM si HPBCD 15 mM: LeuTBA 10 mM. Pentru sistemul de selectori HPBCD-LeuTMA s-a
evidentiat enantioselectivitatea maxima pentru raportul HPBCD 15 mM : LeuTMA 15 mM.
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Figura 63 Influenta concentratiei de LeuTMA

asupra separdrilor enantiomerilor ofloxacinei

(conditii experimentale : 15 mM HPBCD, 20 (conditii experimentale : 15 mM HPBCD, 20
kV, 25 °C) kV, 25 °C)

Tabel 38 Influenta sistemului de selectori HPBCD-LeuTBA asupra separarilor
enantiomerilor ofloxacinei , la concentratii constante de HPBCD

HPBCD LeuTBA ta (min) ts (min) | wiza(min) | wi/zs (min) Rs
(mM) (mM)
0mM 5,813 5,867 0,0366 0,1506 0,3394
5 mM 5 mM 6,714 6,738 0,0219 0,1002 0,2312
10 mM 7,376 7,427 0,0382 0,0907 0,4655
15 mM 7,23 7,276 0,0345 0,0844 0,4551
0 mM 6,424 6,548 0,069 0,1512 0,6625
10 mM 5mM 7,477 7,569 0,05 0,0849 0,8023
10 mM 7,902 7,999 0,0514 0,0825 0,8522
15 mM 7,754 7,859 0,0534 0,0873 0,8779
0 mM 6,826 7,012 0,0941 0,1532 0,8848
15 mM 5mM 7,248 7,359 0,0496 0,0706 1,086
10 mM 8,06 8,198 0,0575 0,0801 1,1799
15 mM 8,119 8,276 0,0704 0,0883 1,1638

Pentru amestecul racemic al ondansetronului la separarile cu sistemul de selectori chirali
HPBCD-LeuTBA se poate observa cad o datd cu Cresterea concentratiei de HPBCD la 10 mM si,
respectiv 15 mM se determina o separare mai buna pentru concentratiile cele mai mari de lichid
ionic (raport echimolar 15 mM HPBCD: 15 mM LeuTBA). Derivatul de tetrametilamoniu al
leucinei in sistem binar cu HPBCD se comporta asemanator, dar prezenta lichidului ionic LeuTMA

determina o eficientd mai scazuta a separarilor (rezolutii mai mici sub 1,00).
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Tabel 39 Influenta sistemului de selectori HPBCD-LeuTMA asupra separarilor
enantiomerilor ofloxacinei, la concentratii constante de HPBCD

HPBCD LeuTMA ta (min) ts (min) | wiza(min) | wi/z s (min) Rs
(mM) (mM)
0mM 5,813 5,867 0,0366 0,1506 0,3394
5mM 5 mM 7,01 7,055 0,031 0,1069 0,3839
10 mM 7,389 7,441 0,0338 0,1227 0,3909
15 mM 7,595 7,65 0.0349 0,1132 0,4369
0mM 6,424 6,548 0,069 0,1512 0,6625
10 mM 5mM 6,958 7,032 0,0462 0,1015 0,5894
10 mM 6,958 7,032 0,0462 0,1015 0,5894
15 mM 7,236 7,33 0,0579 0,1053 0,6776
0mM 6,826 7,012 0,0941 0,1532 0,8848
15 mM 5mM 6,811 6,929 0,0637 0,0922 0,8904
10 mM 7,763 7,917 0,0751 0,1192 0,9324
15mM 8,113 8,284 0,0788 0,1123 1,0527

Amestecul racemic al mianserinei este separat la baza de catre HPBCD. Lichidul ionic
LeuTBA creste rezolutiile la concentratii mici de HPBCD (5 mM si 10 mM); pentru aceste
concentratii de HPBCD lichidul ionic imbunatéteste separarile. Pentru concentratia 15 mM HPBCD
adaosul lichidului ionic nu este favorabil separarilor enantiomerilor mianserinei. Derivatul de

tetrametilamoniu 1n sistem binar cu HPBCD conduce la rezolutii mai mici ale separarilor.

Influenta potentialului aplicat

Pentru separarea electroforetica a enantiomerilor celor trei amestecuri racemice s-a variat
potentialul intre 20 si 10 kV (tabelul 44).

La separarea enantiomerilor mianserinei rezolutiile nu s-au modificat semnificativ la
scaderea potentialului aplicat pentru rapoartele de concentratii 10 mM HPBCD: 15 mM LeuTBA
si 5 mM HPBCD: 5 mM LeuTMA.

O scadere a potentialului aplicat pana la 10 kV, favorizeazd cresterea rezolutiilor
separdrilor amestecurilor racemice ale ofloxacinei si ale mianserinei.

Rezolutia este crescutd la un potential de 15 kV pentru separdrile amestecului racemic al
ofloxacinei pentru sistemul 15 HPBCD mM : 10 mM LeuTBA, respectiv, pentru amestecul racemic

al mianserinei (15 mM HPBCD : 5 mM LeuTMA).
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Influenta temperaturii
Am studiat influenta temperaturii de lucru asupra rezolutiilor separarilor la potentialul 15

kV si pentru concentratiile selectorilor de 15 mM HPBCD cu 5 mM CIL, 10 mM CIL, respectiv
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. — | oe 10mMLeuTMA
100 10 mM LeuTBA &
L — f—
75 = 60 5mMLeuTMA I
5mM LeuTBA \
50 4U Mo
R |
25 by 20 0mM LeuTMA |
, OmM LeuTeA Ly I
5 6 7 8 10 11 12 min 4 6 8 10 14 min

Figura 66 Influenta concentratiei de LeuTBA

asupra separarilor enantiomerilor ondansetronului

(15 mM HPBCD, 20 kV/, 25 °C)

ondansetronului (15 mM HPBCD, 20 kV, 25 °C)

Figura 67 Influenta concentratiei de LeuTMA

asupra separarilor enantiomerilor

Tabel 40 Influenta sistemului de selectori HPBCD-LeuTBA asupra separarilor

enantiomerilor ondansetronului, la concentratii constante de HPBCD

HPBCD LeuTBA ta (min) ts (min) | wiza(min) | wi/zs (min) Rs
(mM) (mM)
0 mM 6,666 6,744 0,0541 0,1296 0,4995
5mM 5mM 7,308 7,351 0,037 0,0507 0,5768
10 mM 7,388 7,455 0,0385 0,0662 0,7528
15 mM 7,076 7,131 0,0322 0,0602 0,7002
0 mM 6,942 7,086 0,0793 0,1584 0,7127
10 mM 5mM 7,921 8,015 0,0459 0,0727 0,9324
10 mM 8,286 8,386 0,0492 0,0859 0,8707
15 mM 8,173 8,279 0,0479 0,0726 1,0349
0 mM 7,683 7,834 0,0784 0,151 0,7744
15 mM 5 mM 8,234 8,354 0,0793 0,0823 0,876
10 mM 8,756 8,888 0,0673 0,0695 1,138
15 mM 8,91 9,047 0,0569 0,0581 1,405

15 mM lichid ionic chiral. Se observa ca, in general, temperatura nu influenteaza semnificativ
separdrile enantiomerilor ofloxacinei, ondansetronului si mianserinei.

Din analiza datelor experimentale prezentate se poate observa ca AATBA conduce la o
enantioselectivitate mai mare la separarea amestecurilor racemice studiate, comparativ cu derivatul
de tetrametilamoniu; uneori, scaderea temperaturii si a potentialului aplicat poate creste

nesemnificativ capacitatea de enantiodiscrminare a sistemelor binare.
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Tabel 41 Influenta sistemului de selectori HPBCD-LeuTMA asupra separarilor
enantiomerilor ondansetronului , la concentratii constante de HPBCD

HPBCD LeuTMA ta (min) ts (min) | wiza(min) | wi/z s (min) Rs
(mM) (mM)
0mM 6,666 6,744 0,0541 0,1296 0,4995
5mM 5 mM 7,164 7,231 0,0422 0,0968 0,5671
10 mM 8,207 8,29 0,047 0,0991 0,6684
15 mM 7,1 7,163 0,0354 0,0907 0,5878
0 mM 6,942 7,086 0,0793 0,1584 0,7127
10 mM 5mM 7,437 7,528 0,0496 0,0961 0,7348
10 mM 7,64 1,724 0,0842 0,0915 0,564
15 mM 7,992 8,097 0,0755 0,0797 0,798
0mM 7,683 7,834 0,0784 0,151 0,7744
15 mM 5mM 7,944 8,058 0,0589 0,0962 0,8276
10 mM 8,726 8,836 0,104 0,1772 0,4602
15 mM 9,166 9,298 0,0649 0,1021 0,8871

Tabel 44 Efectul potentialului asupra separirilor enantiomerilor mianserinei in prezenta
sistemelor de selectori binari, HPBCD 15 mM si LeuTBA, respectiv, LeuTMA

Rs Rs Rs
U (kV) ofloxacinia ondansetron mianserina
10 mM 15 mM 15 mM 15 mM 15 mM 5mM
LeuTBA | LeuTMA | LeuTBA | LeuTMA | LeuTBA | LeuTMA
10 kV 1,264 1,2532 1,1068 1,0901 6,2335 3,5775
15 kV 2,0843 1,0131 1,2071 0,864 5,1981 4,5321
20 kV 1,1799 1,0527 1,405 0,8871 5,4635 3,9216

5.2.3.4. Capacitatea de enantioseparare a sistemelor de selectori HPBCD-HisTBA si
HPBCD-HisSTMA asupra amestecurilor racemice ale ofloxacinei, clorhidratului de

ondansetron si, respectiv clorhidratului de mianserina

Efectul adaosului lichidelor ionice HisTBA, respectiv, HiSTMA la HPBCD asupra
enantiosepararii celor trei amestecuri racemice studiate este inferior efectului adaosului lichidelor

ionice LeuTBA, respectiv, LeuTMA la HPBCD.

5.2.3.5. Capacitatea de enantioseparare a sistemelor de selectori HPBCD-ProTBA si
HPBCD-ProTMA asupra amestecurilor racemice ale ofloxacinei, clorhidratului de

ondansetron si, respectiv clorhidratului de mianserina

Efectul adaosului lichidelor ionice ProTBA, respectiv, ProTMA la HPBCD asupra
enantiosepararii celor trei amestecuri racemice studiate este inferior efectului adaosului lichidelor
ionice ProTBA, respectiv, ProTMA la HPBCD.
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5.2.4. Capacitatea de enantioseparare a sistemelor de selectori RAMEB-lichid ionic

chiral derivat de tetraalchilamoniu asupra unor amestecuri racemice medicamentoase

Derivatul metilat aleator al B ciclodextrinei (RAMEB) asa cum se va vedea, are o putere
discriminatorie chirald care se manifesta diferit asupra amestecurilor racemice medicamentose
studiate: ofloxacina, clorhidrat de ondansetron si clorhidrat de mianserina.

Am urmdrit sa stabilim cum se modificd eficienta separdrii acestor amestecuri prin
adaugarea lichidelor ionice chirale sintetizate la derivatul metilat aleator al B-ciclodextrinei,
mentinand concentratiile selectorilor chirali la valori de maximum 15 mM.

Pentru separare prin electroforeza a enantiomerilor celor trei amestecuri racemice
medicamentoase s-au folosit sistemele chirale mentionate mai jos, urmarindu-se, de asemenea,
influenta parametrilor experimentali avuti in vedere si in determinarile cu f-ciclodextrina-lichid
ionic si hidroxipropil-ciclodextrina-lichid ionic:

- derivatul metilat aleator al B-ciclodextrinei cu leucinat de tetrabutilamoniu (RAMEB-

LeuTBA),

- derivatul metilat aleator al B-ciclodextrinei cu leucinat de tetrametilamoniu (RAMEB-
LeuTMA),

- derivatul metilat aleator al B-ciclodextrinei cu histidinat de tetrabutilamoniu (RAMEB-
HisTBA),

- derivatul metilat aleator al 3-ciclodextrinei cu histidinat de tetrametilamoniu (RAMEB-
HisTMA),

- derivatul metilat aleator al B-ciclodextrinei cu prolinat de tetrabutilamoniu (RAMEB-
ProTBA),

- derivatul metilat aleator al B-ciclodextrinei cu prolinat de tetrametilamoniu (RAMEB-
ProTMA).
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5.2.4.1. Capacitatea de enantioseparare a p-ciclodextrinei metilate aleator asupra
amestecurilor racemice ale ofloxacinei, clorhidratului ondansetronului si, respectiv,

clorhidratului mianserinei

S-a evidentiat capacitatea de enantiodiscriminare a RAMEB la separarea enantiomerilor
ofloxacinei, ondansetronului si mianserinei prin electroforeza capilara folosind tampon citrat la

pH 3,4si 5.

Procedeul de lucru

Procedeul de lucru este identic cu cel prezentat in capitolul 5.2.1.1., in locul B-
ciclodextrinei fiind folosita o solutie d¢ RAMEB 15 mM.

Valorile timpilor de migare si ale rezolutiilor sunt trecute in tabelul 62 pentru ofloxacina,
tabelul 63 pentru ondansetron si tabelul 64 pentru mianserind. Se constatdi ca RAMEB are
capacitate de enantiodiscriminare scazutd asupra amestecului racemic al ondansetronului (Rs=
0,2376) indiferent de pH, iar amestecurile racemice ale ofloxacinei si ale mianserinei sunt separate
cu rezolutii peste valoarea 1,2.

Capacitatea de discriminare chirala scade la cresterea pH-ului electrolitului de lucru pentru
toate amestecurile racemice studiate. Determinarile experimentale ulterioare au fost efectuate in

tampon citrat la pH 3.

Tabel 62 Influenta pH-ului asupra separirii chirale a ofloxacinei

pH Rs ta (min) ts (Min) w1z2a (min) | wi/2s(min)
3 1,2858 7,335 7,57 0,0993 0,1157
4 0,7941 6,629 6,801 0,092 0,1628
5 1,0642 7,203 7,349 0,0646 0,0968

Tabel 63 Influenta pH-ului asupra separa

rii chirale a clorhidratului de ondansetron

pH Rs ta (min) ts (min) wiza(min) | wi/2s(min)
3 0,2376 8,053 8,095 0,0331 0,1748
4 0,1206 7,305 7,329 0,0317 0,2023
5 0 7,415 - 0,1772 -
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Tabel 64 Influenta pH-ului asupra separirii chirale a clorhidratului de mianserina

pH Rs ta (min) ts (Min) w1z2a(min) | wi/2s(min)
3 2,5298 9,644 10,173 0,1167 0,1293
4 1,832 7,0907 8,228 0,0959 0,1102
5 1,4526 8,31 8,593 0,105 0,1242

5.2.4.2. Influenta precursorilor lichidelor ionice chirale asupra capacititii de separare

a RAMEB

S-a urmarit efectul concentratiei precursorilor lichidelor ionice (hidroxizii cuaternari de
amoniu si aminoacizii) In amestec cu RAMEB, la separarea amestecurilor racemice ale

ofloxacinei, clorhidratului de ondansetron si clorhidratului de mianserina.

Procedeul de lucru
Prepararea solutiilor s-a efectuat similar cu procedeul din capitolul 5.2.1.2; s-a utilizat
RAMEB in locul BCD. Concentratiile amestecurilor racemice sunt de 1 mg/mL. S-a lucrat la un

potential de 20 kV si la o temperatura de lucru de 25°C.
Tabel 65 Influenta sistemului de selectori RAMEB-TAAOH la
separarea enantiomerilor ofloxacinei, ondansetronului si
mianserinei la concentratii de 15 mM RAMEB

15 mM TAAOH Rs Rs Rs
RAMEB (mM) ofloxacina | ondansetron | mianserini
0 mM 1,6564 0,2376 2,5298
TBAOH |_5mM 1,3781 0,1459 1,535
10 mM 1,3535 0,1845 2,2978
15mM 1,4694 0,1775 2,2443
0 mM 1,6564 0,2376 2,5298
TMAOH |__5mM 1,1498 0,1542 1,1617
10 mM 1,1958 0,1597 1,7863
15 mM 1,135 0,3157 1,667

Rezultatele obtinute se gasesc in tabelul 65. Se poate observa ca prezenta hidroxizilor de
tetraalchilamoniu, fie TBAOH, fie TMAOH in amestec cu RAMEB are un efect nefavorabil asupra
separararilor enantiomerilor pentru toate cele trei amestecuri racemice, efectul fiind mai accentuat
in cazul TMAOH.

Aminoacizii precursori ai lichidelor ionice nu influenteaza enantioselectivitatea RAMEB

la separarea amestecurilor racemice considerate.
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5.2.4.3. Capacitatea de enantioseparare a sistemelelor de selectori RAMEB-LeuTBA
si  RAMEB-LeuTMA asupra amestecurilor racemice ale ofloxacinei, clorhidratului

ondansetronului si, respectiv, clorhidratului mianserinei

S-a urmadrit evidentierea efectului prezentei lichidelor ionice chirale LeuTBA si LeuTMA
in amestec cu B-ciclodextrina metilata aleator asupra enantiosepararilor amestecurilor racemice

medicamentoase studiate.

Procedeul de lucru
Prepararea solutiilor care contin sistemele de selectori RAMEB-LeuTBA si RAMEB-
LeuTMA se face dupa procedeul de la capitolul 5.2.1.3., utilizindu-se RAMEB 1in locul BCD. S-

a lucrat la un potential de 20 kV si la o temperatura de 25°C.

Influenta concentratiei RAMEB si a lichidului ionic chiral

Pentru studierea efectului de discriminare chirald a celor doud componente ale sistemului
binar de selectori, RAMEB-LeuTBA si RAMEB-LeuTMA s-au preparat solutii conform tabelului
11.
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Figura 98 Influenta concentratiei de LeuTBA la
separarile enantiomerilor ofloxacinei (15 mM
RAMEB, 20 kV, 25 °C)

Figura 99 Influenta concentratiei de LeuTMA

asupra separarilor enantiomerilor ofloxacinei (15
mM RAMEB, 20 kV, 25 °C)



Tabel 66 Influenta sistemului de selectori RAMEB-LeuTBA asupra separarilor

enantiomerilor ofloxacinei, la concentratii constante de RAMEB

RAMEB LeuTBA ta (min) ts (min) | wiza(min) | wi/2s (min) Rs
(mM) (MM)
0 mM 6,258 6,33 0,044 0,1071 0,5606
5mM 5mM 6,852 6,936 0,0413 0,0764 0,8396
10 mM 7,197 7,295 0,0485 0,0804 0,8845
15 mM 7,924 8,046 0,0625 0,1121 0,8221
0 mM 6,943 7,1 0,0702 0,1029 1,0671
10 mM 5 mM 6,997 7,148 0,0713 0,0747 1,2204
10 mM 7,741 7,926 0,073 0,0924 1,3159
15 mM 7,687 7,863 0,0697 0,888 1,3064
0 mM 7,335 7,57 0,0993 0,1157 1,2859
15 mM 5mM 7,733 7,949 0,0763 0,0786 1,6454
10 mM 8,3 8,528 0,0703 0,0822 1,7589
15 mM 8,166 8,392 0,07 0,0809 1,762

Tabel 67 Influenta sistemului de selectori RAMEB-LeuTMA asupra separarilor

enantiomerilor ofloxacinei, la concentratii constante de RAMEB

RAMEB LeuTMA ta (min) ts (min) | wiza(min) | wi/zg (min) Rs
(mM) (mM)
0 mM 6,258 6,33 0,044 0,1071 0,5606
5mM 5 mM 6,807 6,864 0,0629 0,2622 0,2063
10 mM 9,081 9,236 0,0981 0,201 0,6096
15 mM 7,694 7,786 0,0489 0,1019 0,7178
0mM 6,943 7,1 0,0702 0,1029 1,0671
10 mM 5 mM 7,039 7,184 0,1055 0,2428 0,4898
10 mM 7,393 7,568 0,1023 0,202 0,6766
15 mM 13,186 14,642 0,695 1,0108 0,8666
0 mM 7,335 7,57 0,0993 0,1157 1,2859
15 mM 5mM 7,914 8,184 0,2632 0,3631 0,5072
10 mM 8,301 8,597 0,1447 0,2176 0,9612
15 mM 8,647 8,968 0,1403 0,2203 1,0473

In electroforegramele din fig. 98 si 99 si in tabelele 66 si 67 sunt prezentate rezultatele de

la separarea enantiomerilor ofloxacinei in prezenta sistemelor, RAMEB-LeuTBA/LeuTMA.

Electroforegramele din fig. 102 si 103 si tabelele 68 si 69 prezinta rezultatele obtinute la

separarea enantiomerilor ondansetronului in prezenta acelorasi sisteme binare de selectori.

In cazul separdrii enantiomerilor ofloxacinei se poate observa pentru toate rapoartele de

concentratii efectul sinergic al celor doud componente ale sistemelor de selectori RAMEB-
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LeuTBA, in sensul cresterii rezolutiei fatd de ciclodextrina singurd, rezolutiile cele mai mari se
obtin pentru raportul RAMEB 15 mM: LeuTBA 15 mM. Raportul concentratiilor 15 mM: 15 mM
pentru sistemul RAMEB-LeuTMA conduce la rezolutia cea mai mare, insa toate rezolutiile pentru
acest sistem de selectori sunt inferioare celor obtinute cu sistemul RAMEB-LeuTBA.

in cazul separarii enantiomerilor ondansetronului, la adaosul lichidului ionic, rezolutiile
cresc nesemnificativ pentru ambele sisteme RAMEB — LeuTBA si, respectiv, RAMEB — LeuTMA
pentru toate rapoartele de concentratii studiate.

Amestecul racemic al mianserinei este separat cu Rs > 2,00 in prezenta RAMEB. Se
observa insa, ca la cresterea concentratiei ciclodextrinei de la 5 mM la 15 mM rezolutiile scad, iar
adaosul lichidului ionic LeuTBA are in general un efect nefavorabil asupra separarilor. De

asemenea, adaosul lichidului ionic LeuTMA are un efect de micsorare a rezolutiilor fatd de
RAMEB singur.
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Figura 102 Influenta concentratiei de LeuTBA Figura 103 Influenta concentratiei de LeuTMA
asupra separdrilor enantiomerilor

ondansetronului (15 mM RAMEB, 20 kV, 25
OC)
Influenta potentialului aplicat
Pentru sistemele binare RAMEB-LeuTBA, 0 scadere a potentialului aplicat de la 20 kV la

asupra separarilor enantiomerilor
ondansetronului (15 mM RAMEB, 20 kV, 25
oc)

10 kV conduce la cresterea rezolutiilor separdrilor pentru amestecurile racemice studiate.
In cazul sistemului binar RAMEB-LeuTMA, pentru amestecurile racemic ale ofloxacinei si
mianserinei rezolutiile se obtin la 15 kV pentru ofloxacina in raport molar 15 mM RAMEB : 15

mM LeuTMA si respectiv, pentru mianserind pentru raportul molar 15 mM RAMEB : 5 mM
LeuTMA (tabel 72).
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Tabel 68 Influenta sistemului de selectori RAMEB-LeuTBA asupra separarilor

enantiomerilor ondansetronului, la concentratii constante d¢e RAMEB

RAMEB LeuTBA ta (min) ts (min) | wiza(min) | wi/zs (min) Rs
(mM) (mM)
0mM 6,85 6,865 0,205 0,1893 0,1114
5mM 5 mM 7,488 7,497 0,0447 0,0456 0,1176
10 mM 7,623 7,635 0,0246 0,0803 0,1346
15 mM 7,956 7,977 0,0331 0,1469 0,1372
0 mM 7,747 7,785 0,0376 0,1874 0,1361
10 mM 5mM 8,332 8,371 0,0513 0,2876 0,1354
10 mM 8,736 8,784 0,1513 0,1587 0,1485
15 mM 8,548 8,582 0,0428 0,2098 0,1584
0 mM 8,053 8,095 0,0331 0,1748 0,1411
15 mM 5mM 8,037 8,059 0,0335 0,1145 0,1749
10 mM 8,741 8,7660 0,0382 0,1342 0,1706
15 mM 9,322 9,345 0,0389 0,1312 0,1591

Tabel 69 Influenta sistemului de selectori RAMEB-LeuTMA asupra separarilor

enantiomerilor ondansetronului, la concentratii constante d¢e RAMEB

RAMEB LeuTMA ta (min) ts (min) | wiza(min) | wi/zg (min) Rs
(mM) (mM)
0 mM 6,85 6,865 0,0205 0,1893 0,1114
5mM 5mM 7,085 - 0,2251 - 0
10 mM 6,647 - 0,2032 - 0
15 mM 7,451 - 0,2507 - 0
0 mM 1,747 7,785 0,0376 0,1874 0,1361
10 mM 5mM 8,292 - 0,364 - 0
10 mM 8,119 8,168 0,0429 0,374 0,1383
15 mM 7,205 7,235 0,0333 0,2488 0,1251
0mM 8,053 8,095 0,0331 0,1748 0,1411
15 mM 5 mM 9,713 9,747 0,124 0,5616 0,061
10 mM 9,612 9,683 0,0386 0,3995 0,1906
15 mM 10,144 10,214 0,0451 0,3298 0,2196

Influenta temperaturii

In cazul amestecului racemic al ondansetronului, sciderea temperaturii de lucru la 20 °C a
condus la o usoara crestere a rezolutiei pentru sistemele 15 mM RAMEB: 10 mM LeuTBA,
respectiv; pentru sistemul 15 mM RAMEB: 5 mM LeuTMA o temperatura de 16 °C este favorabila
separdrilor. Cresterea rezolutiilor la scdderea temperaturii se poate observa si in cazul amestecului

racemic al mianserinei; enantioselectivitatea creste la o temperatura de 16°C pentru un amestec de
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5 mM RAMERB si 5 mM LeuTBA; pentru sistemul de selectori 15 mM RAMEB: 5 mM LeuTMA

enantioselectivitatea nu se modifica la scaderea temperaturii (tabel 73).

Tabel 72 Efectul potentialului asupra separirilor enantiomerilor ofloxacinei,
ondansetronului si mianserinei in prezenta sistemelor de selectori binarii, RAMEB 15 mM
si LeuTBA, respectiv LenTMA

Rs Rs Rs
U (kV) ofloxacina ondansetron mianserina
15mM 15 mM 10 mM 5mM 5mM 5mM
LeuTBA LeuTMA LeuTBA LeuTMA LeuTBA LeuTMA
10 kV 1,9503 1,1441 0,1147 0,405 3,5288 2,6852
15 kV 1,4228 1,5641 0 0,37 3,3011 3,3624
20 kV 1,762 1,047 0,1705 0,0605 2,0108 1,8484

5.2.4.4. Capacitatea de enantioseparare a sistemelor de selectori RAMEB-HisTBA si
RAMEB-HiISTMA asupra amestecurilor racemice ale ofloxacinei, clorhidratului

ondansetronului si, respectiv, clorhidratului mianserinei

Efectul adaosului lichidelor ionice HisTBA, respectiv, HiSTMA la RAMEB asupra
enantiosepararii celor trei amestecuri racemice studiate este inferior efectului adaosului lichidelor

ionice LeuTBA, respectiv, LeuTMA la RAMEB.

5.2.4.5. Capacitatea de enantioseparare a sistemelor de selectori RAMEB-ProTBA si
RAMEB-ProTMA asupra amestecurilor racemice ale ofloxacinei,  clorhidratului

ondansetronului si, respectiv, clorhidratului mianserinei

Efectul adaosului lichidelor ionice ProTBA, respectiv, ProTMA la RAMEB asupra
enantiosepararii celor trei amestecuri racemice studiate este inferior efectului adaosului lichidelor

ionice LeuTBA, respectiv, LeuTMA la RAMEB.
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5.2.5. Influenta enantioselectivitatii sistemelor lichid ionic chiral-ciclodextrina asupra

mobilitatilor efective ale separarilor

Asa cum reiese din datele obtinute, eficienta sistemelor de selectori ciclodextrina- lichid
ionic chiral dertivat de la tetrabutilamoniu este mai mare decat a sistemelor binare ciclodextrina-
lichid ionic derivat de la tetrametilamoniu.

La pH 3 (tampon citrat), timpii de migrare sunt mari, iar mobilitatea fluxului electroosmotic
este foarte redusa.

In cazul in care s-a observat picul corespunzitor markerului tiouree, s-au calculat

mobilitatile efective ale celor doi enantiomeri dupa formula:

U 1 1 \lefrlt
et 1=t~ tror) 7

in care [ effi este mobilitatea efectiva a analitului i, lert este lungimea efectiva a capilarului (40 cm),
liot este lungimea totald a capilarului (48, 5 cm), V este potentialul aplicat (V), ti este timpul de
migrare al analitului i, iar t eor este timpul de migare al fluxului electroosmotic.

Prin liniarizarea relatiei matematice dintre mobilitatea electroforeticd si concentratia de
echilibru a ligandului se obtin ecuatii care permit estimarea constantei de formare a complexului
de incluziune. Am utilizat urmatorul modelul matematic de liniarizare :

- modelul dublu-reciproc,:
1 1 1 1

N ‘co]
W — Ky (Mc—#f>'K[ 1w —u

n care u; este mobilitatea efectiva a analitului, 4 este mobilitatea efectiva a analitului necomplexat
iar uc este mobilitatea analitului complexat iar [CD] este concentratia ciclodextrinei.

Constanta aparentd de formare a complexului de incluziune, K, se obtine prin raportarea
pantei la ordonata la origine, care panta si ordonata la origine fiind parametrii dreptei obtinute prin
reprezentarea graficd a [CD]/(pi-Y¢) fata de [CD] [167].

Din analiza rezultatelor obtinute se observa ca, in general functia de liniarizare Xy reciproca
este cea mai adecvata pentru estimarea constantelor de formare.

In cazul ofloxacinei, adaosul de HisTBA si ProTBA in concentratii crescitoare determina

variatii mici crescatoare ale constantei de formare, care se pot explica printr-un efect antientropic
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al constantei lichidului ionic, prin care la concentratii mari favorizeaza formarea complecsilor prin

incluziune ofloxacina-RAMEB (tabel 91).

Pentru ondansetron, lichidele ionice au efecte diferite asupra interactiunii substantad

farmaceutica cu ciclodextrina.

Adaosul de ProTBA 1n electrolitul de lucru determind sciderea constantei de formare a

complecsilor de incluziune cu ciclodextrina. Coreland aceastd observatie cu cresterea rezolutiei

chirale, se indica un mecanism de interactiune in care fenomenul de incluziune are o importanta

redusa.

In cazul mianserinei, stabilitatea relativd mai mare si asemandtoare a complecsilor de

incluziune formati de cei doi enantiomeri face ca variatiile inregistrate la adaosul de lichid ionic

sa fie reduse si neuniforme. Capacitatea de enantiodiscriminare a RAMEB este factorul principal

care asigura separarea enantiomerilor mianserinei (tabel 93).

RAMEB | HisTBA | pfree ni n2 ley ey """P"(Z
2\ /-1q-1 2\ /-1q-1 2\ /-1q-1

(mM) (mM) (cm?Vist) | (ecm?Vvist) | (ecm?Vv-ist) (Lmol?) (Lmol?)
0 0 | 0,0002185
5 0 0,0002123 | 0,0002088 | -3855 | -28,40
15 0 0,0001829 | 0,000175
0 0 | 0,0002185
5 5 0,000202 | 0,00019993 | 14,81 12,62
15 5 0,000175 | 0,0001687
0 0 | 0,0002185
5 10 0,000198 | 0,0001953 | 27,59 30,30
15 10 0,000169 | 0,0001634
0 0 | 0,0002185
5 15 0,000184 | 0,0001811 | 142,42 | 136,87
15 15 0,000162 | 0,0001566

RAMEB | LeuTBA | p free ni n2 ’}iyl reetn "’"‘;Q
2\ /-1a-1 2\ /-1a-1 N /-1a-1

(mM) (mMM) | (cm?vist) | (cm?Vist) | (cm?Vist) (Lmol) | (Lmol?)
0 0 | 0,0002535
5 0 0,0001876 0,000172 | 117,93 | 181,43
10 0 0,00014 | 0,0001282
0 0 | 0,0002535
5 5 0,0001656 | 0,0001524 | -122,64 | 451,79
10 5 0,000375 | 0,0001264

46

Tabel 91 Valorile
mobilitatilor
efective si ale
constantelor
aparente de

incluziune

calculate la

separarea
enantiomerilor
ofloxacinei cu
sistemul binar

RAMEB-ProTBA

Tabel 93 Valorile
mobilitatilor
efective si ale
constantelor
aparente de

incluziune
calculate la
separarea
enantiomerilor
mianserinei cu
sistemul
RAMEB-LeuTBA



5.2.6. Concluzii

Separdrile amestecurilor racemice ofloxacind, clorhidrat de ondansetron si clorhidrat de
mianserind prin electroforeza capilara de afinitate au fost efectuate cu sisteme binare de selectori
ciclodextrina (HPBCD, RAMEB si BCD ) - lichide ionice chirale (derivati de la tetrametilamoniu:
LeuTMA, HisTMA, ProTMA si derivati de la tetrabutilamoniu: LeuTBA, HisTBA, ProTBA).
Cele trei ciclodextrine singure exercitd un efect de separare diferit asupra celor trei amestecuri
racemice, influentat de concentratia acestora. Se observa cd, exceptand enantiomerii mianserinei,
amestecurile racemice ale ofloxacinei si ondansetronului sunt mai bine separate odata cu cresterea
concentratiei ciclodextrinei, fard insa ca ciclodextrina singurd sd producd o separare totald a
acestora. Amestecul racemic al mianserinei este separat cu rezolutii mai mari de 2,00 de oricare
din cele trei ciclodextrine, insa, cresterea concentratiei ciclodextrinei poate diminua valorile
rezolutiilor. Desi se formeaza complecsi de incluziune intre ofloxacina-f-ciclodextrina [156], nu
existd enantiodiscriminare la separarea acestui amestec racemic prin metodele electroforetice
studiate.

Determindrile experimentale efectuate au evidentiat modul diferit in care adaosul lichidelor
ionice chirale sintetizate la ciclodextrine influenteaza enantiosepararea amestecurilor racemice
studiate si influenta unor parametri experimentali, cum sunt concentratiile ciclodextrinei si
lichidului ionic, pH-ul electrolitului de lucru (tampon citrat), potentialul aplicat si temperatura.

Efectul adaosului lichidului ionic chiral in electrolitul de lucru la separarea celor trei
amestecuri racemice a fost evaluat prin calcularea rezolutiilor separarilor.

De asemenea s-a studiat efectul lichidelor ionice chirale asupra mobilitatilor efective ale
separdrilor enantiomerilor prin calculul constantelor aparente de incluziune.

Modificarea enantioselectivitdtii a fost apreciata prin comparare cu rezolutiile separarilor

cu ciclodextrind sau cu sistemele binare care contin hidroxizi cuaternari de amoniu si ciclodextrina.
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5.3. Studiul enantioselectivitatii lichidelor ionice chirale la separarea unor amestecuri
racemice de aminoacizi prin schimb chiral de liganzi (LECE)

In continuarea cercetarilor, am urmarit capacitatea enantioselectivi a unora dintre lichidele
ionice chirale sintetizate de noi (capitolul 5.1), si anume, derivatii de tetrametilamoniu ai leucinei
(LeuTMA), histidinei (HisTMA) si prolinei (ProTMA), avand la bazd mecanismul de separare prin
schimb chiral de liganzi (LECE). Am avut Tn vedere separarea unor amestecuri racemice de
aminoacizi: acidul DL aspartic, DL alanina, DL norvalina. Asa cum indicd cercetari din literatura,
in separararile electroforetice care au la baza acest mecanism, lichidele ionice se folosesc, cel mai
adesea, alaturi de saruri de cupru [132,142].

In cercetarile efectuate, am urmirit pe de o parte, efectul sistemului L-ProTMA-Cu?*
asupra separdrii enantiomerilor acidului DL aspartic, DL alaninei, DL norvalinei, si pe de alta
parte, efectul adaosului diferitilor modificatori organici (metanol, etanol, propanol, izopropanol),

ca si efectul concentratiei compenentelor sistemului ProTMA-Cu?*.

Procedeul de lucru

S-au inregistrat electroforegramele solutiilor care contin L-ProTMA si sare de cupru in
raport de concentratii 30 mM : 15 mM (raport considerat optim in literatura pentru sistemul L-Pro-
Cu?* la separarea amestecurilor racemice ale aminoacizilor) [132].

Amestecurile racemice ale aminoacizilor testati au avut concentratia de 1 mg/mL, in solutie
apoasa.

Proba amestecului racemic de aminoacid a fost introdusa in sistem hidrodinamic, folosind
o presiune de 50 mbar x 5s. Detectia s-a efectuat la lungimea de unda caracteristica pentru
complecsii Cu?* cu aminoacizii, A=254 nm (aminoacizii nu absorb in UV sau intensititile
absorbantelor au valori foarte mici ; formarea complecsilor cu ionii de Cu?* determini o deplasare
hipercroma la 254 nm). S-a lucrat la temperatura de 25 °C, iar potentialul aplicat a fost de 20 kV.

Electroforegramele Inregistrate astfel evidentiaza faptul ca aceste conditii experimentale

nu permit separarea amestecurilor de aminoacizi studiate.
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Am variat concentratia CIL, pastrand raportul CIL: Cu®" de 2:1, insi nu s-au obtinut
separari nici pentru concentratii de CIL 60 mM. Cresterea concentratiei CIL peste 60 mM creste
taria ionica a electrolitului de lucru si implicit intensitatea curentului din timpul analizei.

Cercetarile efectuate de Mu si colab. [136,143] subliniazd importanta prezentei
modificatorilor organici, de exemplu, metanol (20%) in electrolitul de lucru pentru enantioseparari
asemandtoare. Am utilizat amestecul racemic al acidului aspartic, deoarece nu am obtinut separari
ale celorlalte amestecuri racemice de aminoacizi studiate.

Conditiile de analizi optime sunt pentru un raport molar CIL: Cu?" de 2:1, in care
concentratia CIL este de 50 mM, cu adaos de modificator organic de 20 %. A fost identificata si
ordinea migrarii enantiomerilor: enantiomerul L, fnaintea enantiomerului D (tabel 97 si fig. 122).

Datele obtinute ne permit sd consideram cd procedeul propus pentru separarea
enantiomerilor acidului DL aspartic da posibilitatea identificarii enantiomerilor acestuia.

Tabel 97 Valorile timpilor de migrare, ale mobilititilor si ale rezolutiilor la separarile cu
50 mM ProTMA, 20% moficator organic

Modificator tL to WL12 | Wpiz | teor I eff L 1L &ff D Rs
organic (min) | (min) | (min) | (min) | (min) *106 *106
cm?Vist | em?Vvist

20 % MeOH | 35,043 | 36,754 | 0,8279 | 0,7285 | 29,36 -6,081 -7,358 | 1,2933

20% EtOH | 30,659 | 31,853 | 0,508 | 0,4347 | 24,416 | -9,232 -10,58 | 1,4900

20% ProOH | 40,169 | 41,923 | 0,561 | 0,5553 | 29,613 -9,75 -10,89 | 1,8485

20% iProOH | 45,78 | 47,902 | 0,6758 | 0,6487 | 36,628 | -59,68 -70,22 | 1,8848

1.4
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1

0.8

Rezolutie

0.6
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Figura 122 Efectul concentratiei AAIL asupra rezolutiilor separarilor enantiomerilor acidului
DL aspartic
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5.4. Studiul enantioselectivitatii lichidelor ionice chirale asupra separarii unor

amestecuri racemice medicamentoase in separiri electroforetice in mediu neapos (NACE)

Electroforeza capilara in mediu neapos (NACE) este o alternativa a electroforezei in mediu
apos pentru amestecurile racemice partial solubile sau insolubile in apa.
In determinarile ficute in mediu neapos am utilizat ca solvent formamida. Tn tabelul 98

sunt prezentate comparativ cateva dintre cele mai importante proprietati ale acestui solvent si ale

apei.
Pentru determinarile experimentale din NACE am ales formamida ca solvent.
Tabel 98 Proprietiti ale formamidei si ale apei [147]
Solvent 3 N (mPas) &M Polaritate (n*)
Formamida 109,5 3,30 33 0,97
Apa 78,4 0,89 88 1,09

5.4.1. Capacitatea de enantiodiscriminare a P-ciclodextrinei si a lichidelor ionice

chirale asupra amestecurilor unor amestecuri racemice medicamentoase

Tntr-o prima etapi, s-a urmirit, capacitatea de separare chirala a p-ciclodextrinei, in tampon
acid citric-tris in mediu de formamida fatd de cele trei amestecuri racemice, clorhidrat de

ondansetron, clorhidrat de mianserind si ofloxacina.

Procedeul de lucru

Au fost analizate solutiile amestecurilor racemice medicamentoase luate in studiu, folosind
solutii ca electrolit de lucru o solutie In formamida care contine BCD (30 mM sau 60 mM) in
tampon acid citric-Tris. Potentialul aplicat a fost de 20 kV; proba a fost introdusa in sistem
hidrodinamic, folosind o presiune de 50 mbar x 10s (in toate determindrile, timpul de injectie a
fost crescut din cauza vascozitatii solutiei). S-a lucrat la 20 °C. Detectia s-a efectuat la 254 nm.

Tn aceste conditii s-a constat separea totala a enantiomerilor mianserinei, asa cum prevede

si literatura consultatd (Rs=1,3 pentru 30 mM BCD, respectiv Rs=2,9 pentru 60 mM BCD),
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Conc.pCD Rs enantiomerii ~ ondansetronului  se
(mM) ProTMA | ProTMA | ProTMA | ProTMA

OmM | 30mM | 60mM | 90 mM

30 mM 1,3008 1,7671 1,9091 1,7765 | concentratii mari de ciclodextrind (60

60 mM 2,9034 3,7081 3,128 3,4037 mM) (Rs=0,76) iar pentru

separd partial, cu rezolutii mici, la

enantiomerii ofloxacinei nu se realizeaza separarea.

De asemenea, niciunul din amestecurile racemice nu a fost separat cu niciunul dintre
lichidele ionice ProTMA, HisTMA, LeuTMA 1n concentratie 30 mM.

Am analizat In continuare, solutiile amestecurilor racemice medicamentoase folosind ca
electrolit de lucru solutia in formamida a BCD (30 sau 60 mM) in tampon acid citric-Tris, la care
s-au addugat lichidele ionice, ProTMA, HisTMA, LeuTMA in concentratie 30 mM. Mentionam
ca LeuTMA si HisTMA nu au o solubilitate corespunzatoare in electrolitul de lucru la concentratii
mai mari de 30 mM. De aceea, in determinarile ulterioare am ales dintre lichidele ionice, ProTMA.

In aceste conditii, are loc separarea cu o rezolutie mai mare a enantiomerilor mianserinei (
Rs=1,76 pentru 30 mM BCD : 30 mM ProTMA si Rs=3,7 pentru 60 mM BCD : 30 mM ProTMA)
si am observat ca nu se pot separa amestecurile racemice ale ondansetronului si ofloxacinei.

In cercetarile ulterioare am studiat amestecul racemic al mianserinei. Am urmarit efectul
adaosului lichidului ionic ProTMA asupra mobilitétilor efective, efectul concentratiei selectorilor

chirali in sistemul BCD-ProTMA si influentele potentialului aplicat si ale temperaturii de lucru.

5.4.2. Efectul concentratiei componentelor sistemului binar CD-L-ProTMA asupra
separarilor

In determindrile prin electroforezi capilara in mediu neapos, concentratiile componentelor
sistemului binar de selectori BCD-L-ProTMA au fost variate conform tabelului 13. S-a lucrat la
un potential aplicat de 20 kV si la o temperaturi de 20 °C. BCD nu depiseste 60 mM pentru a nu

creste vascozitatea electrolitului, dar concentratiile lichidului ionic ProTMA pot fi crescute pana

Conc.pCD Rs Tabel 99 Rezolutiile separirilor la
(mM) ProTMA | ProTMA | ProTMA | ProTMA | variatia concentratiei selectorilor

0mM 30mM | 60mM | 90 mM chirali BCD si ProTMA la un

30 mM 1,3008 1,7671 1,9091 1,7765 | potential aplicat de 20 kV si 20°C

60 mM 2,9034 | 3,7081 3,128 3,4037
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la 90 mM in formamida. In aceste conditii, In tabelul 99 sunt redate rezolutiile calculate pentru
diferitele rapoarte de concentratii BCD-L-ProTMA.

Asa cum se poate observa, pentru concentratia 60 mM BCD, separarea cea mai buna se
obtine pentru o concentratie de 30 mM L-ProTMA, in timp ce pentru concentratia 30 mM BCD
adaosul lichidului ionic pana la 60 mM favorizeaza separarea, dupa aceastd concentratie rezolutiile

nu se modifica semnificativ.

5.4.4. Efectul potentialului aplicat si a temperaturii de lucru

Efectul potentialului a fost urmarit in intervalul 15-25 KV, iar cel al temperaturii in
domeniul 20-30°C. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 101. Rezolutiile separarilor
cresc la scaderea potentialului aplicat si a temperaturii, separarile fiind favorizate de un potential
de 15 kV si de temperatura scazuta 20°C.

Tabel 101 Efectul potentialului aplicat si a temperaturii asupra rezolutiilor la separarea
enantiomerilor mianserinei in sistem binar BCD-ProTMA

Rs o Rs
. t (°C)
Potential 30 mM 60 mM 30mM | 60mM | 90 mM
(kV) ProTMA | ProTMA ProTMA | ProTMA | ProTMA
15 kV 3.2300 3.3366 20°C | 37081 | 3128 | 3.4037
20 kV 2.7719 27998 25°C | 2,7719 | 2,7998 | 2,9509
25 kV 2,5528 2,8915 30°C 2,3244 2,406 2,3622

Rezolutiile cresc mai pronuntat la descresterea temperaturii in cazul determindrilor din

mediu neapos comparativ cu determinarile in mediu apos.
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6. CONCLUZII GENERALE

Partea experimentald a tezei prezintd sinteza, caracterizarea unor lichide ionice chirale,
derivate de tetrametilamoniu si tetrabutilamoniu ale aminoacizilor: leucina, histidina si prolina, si
studiile facute in vederea evidentierii capacitatii de discriminare chirald a acestora la separarea
unor amestecuri racemice medicamentoase.

Am sintetizat urmatoarele lichide ionice chirale:

> derivati de tetrametilamoniu ai aminoacizilor (AATMA) :

- I-leucinat de tetrametilamoniu (LeuTMA),

- I-histidinat de tetrametilamoniu (HisTMA),

- I-prolinat de tetrametilamoniu (ProTMA).

> derivati de tetrabutilamoniu ai aminoacizilor (AATBA) :

- I-leucinat de tetrabutilamoniu (LeuTBA),

- I-histidinat de tetrabutilamoniu (HisTBA),

- I-prolinat de tetrabutilamoniu (ProTBA).

Sinteza celor doua tipuri de lichide ionice a avut la baza procesul de neutralizare.

Dupa determinarea puritatii acestora prin cromatografie in strat subtire, au fost
caracterizate prin spectrometrie *H-RMN, spectrometrie IR, analizi elementald si determinarea
puterii rotatorii specifice.

Din determinirile spectrelor 'H-RMN, prin comparatie cu spectrele H-RMN ale
precursorilor, a fost confirmata deprotonarea gruparii carboxil prin cresterea valorii deplasarii
chimice a protonului de la atomul de carbon din pozitia a a anionului aminoacidului din lichidul
ionic; de asemenea deplasarea chimica a protonului de la atomul de carbon din pozitia o a
cationului tetraalchil amoniu scade prin comparatie cu hidroxidul cuaternar de amoniu. Analizele
IR au evidentiat benzi caracteristice pentru gruparile functionale importante (amino si carboxilat)
ale compusilor studiati.

Datorita avantajelor pe care le prezintd electroforeza capilara, dintre care, in mod special,
ne-au interesat optimizarea separarilor prin posibilitatea addugarii unor aditivi la electrolitul de
lucru, cu efect favorabil asupra rezolutiilor, sensibilitatea crescutd si posibilitatea folosirii unor

cantitati mici de solutie tampon si a unor solventi care nu pot fi utilizati in HPLC, am folosit aceasta
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metoda pentru a pune In evidentd proprietatile enantioselective ale lichidelor ionice chirale
sintetizate.

Desi unele CIL sintetizate prezintd in structurd o grupare voluminoasd, N*(CsHo)s, care
poate exercita un efect de impiedicare sterica, si, desi CIL pot stabili interactiuni electrostatice
analit-selector, nu indeplinesc conditia interactiunii in trei puncte cu analitul (probabil, datorita
lipsei nesaturdrii moleculare care impiedica interactiunile de tip m-n cu nucleele aromatice) si, prin
urmare, nu pot functiona ca selectori chirali unici.

De aceea, am utilizat CIL sintetizate in sistem binar, alaturi de ciclodextrine, BCD si unii
derivati substituiti ai acesteia, HPBCD si B-ciclodextrina metilata aleator (unele ciclodextrine
functionand ele insele ca selectori chirali).

Am luat in studiu urmatoarele tipuri de amestecuri racemice:

> amestecuri racemice separate de ciclodextrine la concentratii mari (ofloxacina in prezenta
HPBCD, RAMEB),
> amestecuri racemice separate partial de ciclodextrine (ondansetronul in prezenta HPBCD,

RAMEB, CD),

» amestecuri racemice separate total la concentratii mici de catre toate ciclodextrinele
studiate (mianserina in prezenta HPBCD, RAMEB, BCD),

> amestecuri racemice ale unor aminoacizi, pentru separdri prin mecanismul schimbului
chiral de liganzi.

in cazul separarilor cu sistemele de selectori CIL-ciclodextrina, in determinarile efectuate,
am evidentiat rolul lichidelor ionice chirale asupra enantioselectivitdtii In sistemul binar si
influenta parametrilor experimentali asupra separarilor : natura sistemului tampon, pH-ul acestuia,
concentratia ciclodextrinei, concentratia lichidului ionic chiral, potentialul aplicat si temperatura.

Pe baza datelor obtinute, s-a ales ca electrolit de lucru solutia tampon citrat cu pH 3 care
asigura si solubilizarea analitilor.

Din datele obtinute, reiese importanta fenomenului de includere a enantiomerilor n
structura ciclodextrinelor pentru separarea acestora, efectul lichidelor ionice chirale fiind direct
corelat cu proportia in care analitul este implicat in complexare si cu stabilitatea aparentd a
complecsilor de incluziune analit-ciclodextrina. CIL si enantiomerii pot fi antrenati in echilibre

competitive de complexare prin incluziune in cavitatea ciclodextrinei, avand ca rezultat separarea,
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Tntr-o masura mai mica sau mai mare, a enantiomerilor. Interactiunile de stabilizare dintre selectori
si analiti sunt reprezentate de legaturi dipol-dipol, van der Waals, legaturi de hidrogen, legaturi
electrostatice (datoritd naturii ionice a CIL), dar si de legaturi hidrofobe. Se constata efectul
enantioselectiv mai accentuat al CIL derivate de tetrabutilamoniu ale aminoacizilor (AATBA),
comparativ cu cel al AATMA, efect care ar putea fi atribuit stabilitatii relative mai mari a
complecsilor de incluziune formati in cazul AATBA, determinatd de volumul mai mare si
hidrofobia mai accentuata a cationului (N*(CaHo)a).

Se poate observa rolul concentratiilor celor doud componente ale selectorului chiral,
ciclodextrina si lichid ionic asupra rezolutiilor separarilor. S-a lucrat cu concentratii intre 5 mM si
15 mM de ciclodextrina si s-a constatat, ca, in general, rezolutiile separarilor cresc cu cresterea
concentratiei in ciclodextrind. De asemenea, pentru o concentratie datd de ciclodextrina (15 mM),
de cele mai multe ori, cresterea concentratiei lichidului ionic LeuTBA favorizeaza separarile
(rezolutiile cele mai mari obtindndu-se pentru raportul echimolecular 15 mM ciclodextrina: 15
mM LeuTBA), in timp ce cresterea concentratiei de HisTBA defavorizeaza enantioselectivitatea
separdrilor (pentru concentratia 15 mM HisTBA se obtin rezolutii mai mici decat pentru separarile
pentru ciclodextrina singurd) prin comparatie cu separdrile cu ciclodextrina singurd sau cu sistemul
ciclodextrina-hidroxid cuaternar de amoniu. Rezolutiile separarilor in sistem ciclodextrina:
ProTBA sunt intermediare intre cele obtinute cu ciclodextrina-LeuTBA si ciclodextrina-HisTBA.

Pentru lichidele ionice derivate de la tetrametilamoniu, rezolutiile separarilor in sistem
binar sunt inferioare rezolutiilor obtinute cu lichidele ionice derivate de la tetrabutilamoniu. S-a
observat cd, de cele mai multe ori lichidul ionic care creste rezolutiile in sistem binar, este
LeuTBA, probabil din cauza faptului ca interactiunile Intre selectori-analit sunt mai pronutate.

Potentialul aplicat si temperatura de lucru nu influenteaza semnificativ separdrile.

In solutie, ofloxacina formeazi cu ciclodextrinele studiate (B-ciclodextrina, HPBCD) si
derivatii substituiti ai acesteia complecsi de incluziune stabili, cu constante aparente de formare
cuprinse intre 300 si 1500. Stabilitatea complecsilor variaza in functie de pH-ul solutiei si de tipul
de ciclodextrina: la pH acid (3), stabilitatea complexului cu HPBCD este de aproximativ 4 ori mai
mare decat stabilitatea complexului format cu BCD ; in medii neutre, BCD formeaza complex mai
stabil, In timp ce Tn mediu alcalin (10,5) stabilitatea complecsilor este mare si comparabila (ambele

constante aparente de formare sunt mai mari de 1000) [156]. Complecsii de incluziune se formeaza,
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cel mai probabil, prin includerea nucleului pirido-benzoxazinic, inclusiv a centrului de chiralitate,
ceea ce poate conduce la capacitatea de enantiodiscriminare semnificativa pe care o manifesta
derivatii substituiti ai B-ciclodextrinei, (In concentratii relativ mari) in separdrile electroforetice de
enantiomeri.

Includerea centrului de chiralitate determina cresterea enantioselectivitdtii in prezenta CIL,
mai ales in prezenta CIL de tip AATBA (LeuTBA).

Pentru ondansetron, polaritatea moleculei face putin probabild incluziunea in f-
ciclodextrina si derivati ai acesteia substituiti cu radicali hidrofobi sau cu polaritate medie. De
altfel, literatura de specialitate nu citeazd date despre complecsi de incluziune ai ondansetronului
cu ciclodextrinele HPBCD, RAMEB si BCD. Se poate presupune ca o parte dintre interactiunile
dintre ondansetron si ciclodextrind sunt externe, deci cu un potential redus de enantiodiscriminare.
Lichidele ionice sunt incluse in ciclodextrina, mai ales prin cation (cu polaritate mai micd), astfel
ca anionul chiral ramane expus si disponibil pentru interactiunea cu enantiomerii ondansetronului.
Astfel se explica rezolutiile mai mari obtinute, de regula, in toate separarile care folosesc sistem
binar CD-AATBA in comparatie cu cele obtinute folosind ciclodextrina ca selector chiral unic.
Este motivul pentru care rezolutiile obtinute in separarea enantiomerilor ondansetronului sunt mici,
in foarte putine cazuri (rapoarte echimolare pentru o concentratie de 15 mM din fiecare selector)
avand valori apropiate de 1; molecula este neinclusa in cavitatea ciclodextrinei, interactiunile intre
analit-ciclodextrind sunt exterioare (fara incluziune), iar rezolutiile cresc la adaosul de LeuTBA
(creste numarul de interactiuni intre ciclodextrina-lichid ionic-analit).

Mianserina, conform datelor din literatura formeaza complecsi de incluziune cu
ciclodextrinele studiate. Tn cazul p-ciclodextrinei, cei doi enantiomeri interactioneazi asemanitor,
constantele aparente de formare ale complecsilor de incluziune avand valori apropiate, atat in stare
solida, cat s1 in solutie [155]. Interactiunea se stabileste la nivelul unuia dintre cele doua nuclee
benzenice, pozitia moleculei fiind mai degraba suspendata deasupra deschiderii mai largi a cavitatii
ciclodextrinei. Formarea complecsilor de incluziune explicd separarea completa a enantiomerilor
in prezenta  ciclodextrinei si a derivatilor substituiti ai acesteia. Influenta CIL asupra separarilor

este modesta si, probabil, mai ales indirecta, printr-un efect steric.
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In general, AATMA nu au efect favorabil asupra enantioselectivititii separdrilor prin
metoda electroforetica prezentatd mai sus, de aceea, am studiat modul Tn care aceste lichide ionice
modifica enantioselectivitatile separdrilor unor amestecuri racemice utilizdnd alte metode
electroforetice.

Separarile aminoacizilor prin LECE se obtin pentru un raport molar ProTMA :
(CH3COO),Cu 2:1, in prezenta unui modificator organic (alcool). Metanolul ca modificator
organic permite cresterea enantioselectivitatii separarilor. Utilizarea alcoolilor cu catena mai lunga
are ca rezultat cresterea valorilor rezolutiei, simultan cu cresterea timpului de analiza. Aceasta din
urma se produce din cauza scdderii potentialului C prin scaderea constantei dielectrice a alcoolui
utilizat.

Nu se obtin separari cu lichidele ionice LeuTMA si HisTMA prin aceasta metoda si nici
prin electroforeza capilarda in mediu neapos, lichidele ionice nu sunt solubile in formamida, de
aceea Tn ambele tipuri de metode s-a utilizat lichidul ionic ProTMA.

Separarile in mediu neapos demonstreaza, de asemenea, ca la adaosul de lichid ionic n
electrolitul de lucru de formamida rezolutiile separarilor enantiomerilor mianserinei in sistem binar
cu BCD cresc utilizdnd concentratii mai mari ale celor doi selectori (60 mM BCD si 90 mM
ProTMA).

Scéderea temperaturii de lucru si a potentialului aplicat au o influentd mai pronuntata

asupra separarilor in mediu neapos comparativ cu separarile in mediul apos.
O parte din rezultatele cercetarilor intreprinse in studiile pentru teza de doctorat au fost

publicate Tn reviste de specialitate, atat sub forrma de articol tip review [56], cat si sub forma de

articol de cercetare [57].
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