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Lista de abrevieri

BL - B-butirolactona

CA —activare colizionala

CAD - disociere activata colizional

CID - disociere indusa colizional

CL - ¢ caprolactona

CL-PDL - copolimeri (e-caprolactona co w-pentadecalactona )

CD - ciclodextrina

DAD - diode array detector (detector UV-VIS)

DC - oligocaprolactona functionalizata cu DR19

DDBL - copolimeri (acid 120H-dodecanoic co p-butirolactona)

DR 1,19 — Disperse Red 1,19

DR1CL - oligocaprolactona functionalizata cu DR1

DR1LA - oligolactida functionalizata cu DR1

ESI — ionizare prin electrospray

ESI ID - ionizare prin electrospray cu injectie directa

GPEC - gradient polymer elution chromatography - cromatografia lichida cu elutie in gradient a
polimerilor

IT — capcana de ioni

LA -D,L lactida

LC - cromatografie lichida

LCCC - liquid chromatography at the critical poin of adsorption - cromatografie lichida la punctul
critic de adsorbtie

MALDI — matrix assisted laser desorption ionization — ionizare prin desorbtie indusa de iradierea laser
a unei matrici fotosensibile

MS" — fragmentare multistagiu

MS/MS — spectrometrie de masa in tandem (MS?)

m/z — raportul masa/sarcina

PLA - polilactida

PCL - policaprolactona

PHB - polihidroxibutirat



PHB-CD - ciclodextrine peresterificate cu oligoesteri PHB
PSD - post source decay — fragmentare post-sursa (MALDI)

Q - quadrupol

ROP — polimerizare prin deschidere de ciclu

RP HPLC - reversed phase high performance liquid chromatography - cromatografia lichida de inalta
performanta cu faza inversa

RF — radiofrecventa

g — quadrupol controlat doar in modul RF — celula de coliziune
Q-TOF — detector hibrid quadrupol - timp de zbor

TOF — tub timp de zbor

SEC - cromatografia de excluziune sterica
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Introducere

Poliesterii alifatici preparati prin reactia de deschidere de ciclu a esterilor ciclici precum
lactonele si lactidele sunt polimeri cu aplicatii variate datorita unor proprietati specifice cum ar fi
biodegradabilitatea si biocompatibilitatea. Aceste atribute contribuie la utilizarea poliesterilor in
domenii precum industria farmaceutica sau biomedicina ca materiale bioresorbabile pentru implanturi
sau sisteme de transport (“carrier”) prentru eliberarea controlata a medicamentelor. In consecinta,
optimizarea tehnicilor ROP a fost intens studiata in sensul obtinerii de poliesteri cu arhitecturi
controlate si bine definite. In ciuda dezvoltarii permanente a metodelor de sinteza, polimerii sintetici
sunt caracterizati de o anumita eterogenitate structurala legata de aspecte topologice (catena lineara,
ciclica sau ramificata), compozitie, grupari functionale, etc.

Astfel, analiza structurala a polimerilor la nivel molecular devine complexa necesitand tehnici
analitice optimizate in acest sens. In ultimii ani, tehnici precum MALDI MS si ESI MS au capatat o
importanta deosebita devenind metode analitice utilizate frecvent. Principalul avantaj oferit de
spectrometria de masa este evidentierea individuala a macromoleculelor polimerice la concentratii
extrem de mici ale probei analizate. Mai mult, moleculele de polimer pot fi observate in detaliu cu
ajutorul tehnicilor de fragmentare in conditii energetice riguros controlate.

Tema abordata

Daca spectrometria de masa s-a impus ca 0 analiza standard in proteomica, in cazul
caracterizarii polimerilor aceasta metoda este inca in faza de pionierat. Utilizarea MS in chimia
polimerilor a capatat in general o aura exotica datorita pretului uneori prohibitiv al aparaturii dar si din
cauza unor dificultati specifice analizei fiecarui sistem de polimeri in parte. In literatura de specialitate
caracterizarea polimerilor este prezentata disparat, lucrarile stiintifice abordand fie subiecte specifice
metodei, tratate cu o inalta rigurozitate, fie subiecte legate de utilizarea tehnicii doar ca simpla metoda
de caracterizare, caz in care apar adesea inexactitati in interpretarea spectrelor. Furnizarea unor
informatii riguroase care sa trateze caracterizarea polimerilor prin MS devine in consecinta imperios
necesara. Desi nevoia de a impune anumite standarde a fost evidenta inca de la inceputurile utilizarii
acestei tehnici analitice, caracterizarea fiecarui sistem de polimeri reprezinta un caz aparte prezentand
elemente specifice proprii fapt care face dificila abordarea unitara. Astfel, apare necesitatea de a aborda
fiecare sistem de polimeri in parte pentru a crea standarde analitice specifice.

Aceasta teza isi propune investigarea posibilitatilor de utilizare a spectrometriei de masa cu
ionizare MALDI sau ESI in caracterizarea macromoleculelor poliesterice biodegradabile. Rezumatul de



fata contine cele mai importante rezultate originale din teza de doctorat prezentate intr-un mod succint.
Sectiunile de cuprins si bibliografie precum si numerotarea figurilor si tabelelor respecta intocmai
manuscrisul original al tezei.

Structura tezei de doctorat

In primul capitol sunt trecute in revista cateva notiuni de baza privind metoda de caracterizare
prin spetrometrie de masa precum si informatii generale privind sinteza poliesterilor alifatici care vor
face subiectul acestui studiu.

Partea de rezultate originale este structurata in patru capitole si trateaza sinteza de polimeri
model dar si de noi compusi macromoleculari prin ROP a esterilor ciclici si caracterizarea acestora prin
spectrometrie de masa si prin metode clasice precum RMN sau GPC.

In capitolul Il sunt prezentate particularitati privind caracterizarea prin spectrometrie de masa a
compusilor model sintetizati (policaprolactona, polilactida si polihidroxibutirati) dupa care este abordat
in detaliu modul de fragmentare a PHB cu diferite functiuni capat de lant in vederea stabilirii profilelor
de fragmentare caracteristice.

Capitolul Il trateza sinteza de noi compusi de tip oligoester purtatori de grupari functionale cu
proprietati specifice opticii nonlineare. Astfel, oligomerii pe baza de e-caprolactona si D,L-lactida sunt
preparati prin ROP initiata de gruparile hidroxilice ale DR1 si DR19. Structura produsilor este obtinuta
in urma analizelor RMN si MS. Modul de fragmentare al compusilor prezinta un interes deosebit din
punctul de vedere al studiului fenomenelor de activare colizionala care au loc in faza de gaz, permitand
identificarea structurilor oligomerice ramificate.

Sinteza compusilor conjugatelor pe baza de ciclodextrina si oligo-hidroxibutirati este tratata pe
parcursul capitolului 1V. Studiul efectuat propune noi strategii de sinteza a ciclodextrinelor purtatoare
de lanturi oligoesterice abordand intr-un mod riguros posibilitatile de caracterizare a acestor compusi.
Spectrometria de masa impreuna cu spectroscopia RMN ofera o imagine clara asupra fenomenelor care
au loc in etapa de sinteza.

Ultimul capitol este axat pe diverse modaliati de caracterizare a doua tipuri de copoliesteri
model sintetizati prin reactii de transesterificare si deschidere a esterilor ciclici in conditiile catalizei
enzimatice. Sunt analizate posibilitatile de cuplare separarii cromatografice de tip SEC sau HPLC cu
diverse metode de detectie prin spectrometrie de masa. Studiile efectuate sunt completate de
experimente de fragmentare care sa evidentieze structura copolimerilor sintetizati la nivel molecular.
Scopul acestor experimente este de a furniza o imagine generala asupra modalitatilor diverse de
caracterizare a compusilor de acest tip prin spectrometrie de masa si de evidentia natura si utilitatea

informatiilor furnizate prin aceasta metoda.



Capitolul I1. Analiza structurala a homopoliesterilor la nivel molecular

Capitolul 1. Analiza structurala a homopoliesterilor la nivel molecular

11.4.3. Caracterizarea PHB rezultati din purificarea reziduurilor de distilare a p-BL —
PHB-3

Polimerizarea prin deschidere de ciclu a esterilor ciclici este un procedeu de sinteza a
poliesterilor utilizat atunci cand se doreste un control strict asupra masei moleculare si indicelui de
polidispersitate a polimerilor rezultati. Dezavantajele acestei metode constau in procedurile migaloase
de purificare a rectantilor. In ceea ce priveste monomerul utilizat in obtinerea PHB prin ROP, B-
butirolactona (BL) este necesara uscarea si distilarea. In mod practic procedura de uscare consta in
adaugarea unui agent de uscare in masa monomerului, cel mai adesea fiind utilizata hidrura de Ca,
CaHy. In continuare, monomerul este colectat prin distilare la 30 — 35 °C, la vid inalt (~ 2 Torr).
Reziduul ramas in urma distilarii contine o cantitate importanta din monomerul initial, aproximativ 15 -
25%, sub forma de monomer sau polimer, precum si CaH, nereactionata, Ca(OH),, apa si alte
reziduuri (de cele mai multe ori se utilizeaza CaH, de puritate 60%). In figura 11.20. este reprezentata

schematic reactia prin care are loc formarea PHB in conditiile mai sus mentionate.
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Figura 11.20. Formarea oligomerilor de PHB in prezenta CaH,
ROP in prezenta CaH, conduce la formarea de oligomeri PHB avand drept capete de lant acidul

3-OH buriric si grupari carboxilice (PHB-A) si/sau acidul crotonic si grupari COOH (PHB-B).



Capitolul I1. Analiza structurala a homopoliesterilor la nivel molecular
Totodata, datorita prezentei H, eliminat de CaH, in reactia cu apa, se pot forma si lanturi de PHB avand
drep capat de lant acidul butiric si grupari COOH (PHB-C).
Analiza ESI TOF MS evidentiaza trei tipuri de oligomeri PHB:
e A -PHB cu grupari acid 3-OH butiric si COOH capat de lant
e B - PHB cu grupari acid crotonic si COOH capat de lant
e C - PHB cu grupari acid butiric si COOH capat de lant

11.4.4. Studiul fragmentarii oligomerilor PHB

11.4.4.1. Caracterizarea PHB-A

lonul parinte selectat pentru studiul de fragmentare este un nonamer sodiat de PHB-A cu masa
de 815 Th (m/z = 9*86 + 18 + 23). In figura 11.23.(a) se pot observa doua serii de ioni fiica a caror
mase pot fi descrise cu ajutorul ecuatiilor urmatoare:

. m/z = 104 + n*86 + 23

. m/z = 86 + n*86 + 23
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Figura 11.23. Spectrele ESI MS" ale [PHB-Ag+Na]": (a) ESI MS?; (b), (c) ESI MS3m
Primii membri ai seriilor de ioni fiica sunt produsi prin pierderea neutra a acidului 3-OH butiric
(104 Da) sau a acidului crotonic (86 Da) (figura 11.24.). Urmatorii membri care se succed la intervale
regulate de 86 Da sunt produsi printr-un proces similar care are loc la nivelul altor legaturi intre

unitatile monomere.
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Cele doua cai de fragmentare evidentiate in figura 11.24. au loc pornind de la cele doua capete
ale oligomerilor PHB-A si sunt complementare. Structura ionilor produsi in urma fragmentarii a fost
verificata prin ESI-MS?® (figura 11.23.(b),(c)). Astfel, ionii rezultati in urma pierderii acidului 3-OH
butiric (104 Da), avand drept capat acidul crotonic, pierd prin fragmentare doar resturi crotonate, cu
masa de 86 Da. Pe de alta parte, ionii care in MS? pierd acidul crotonic, manifesta in MS® acelasi profil
de fragmentare ca si in MS?, pierderea fie a acidului crotonic (86 Da) fie a acidului 3-OH butiric (104
Da). Profilul de fragmentare observat in urma experimentelor de tip MS? si MS® confirma structura
oligomerilor de PHB-A propusa in urma experimentelor de tip MS.

Experimentele de tip MS? si MS® au confirmat si in cazul utilizarii cationilor de Li* (7 Da) in
locul cationilor de Na* (23 Da) structura oligomerilor PHB-A. Masa ionilor aduct ai [PHB-A+Li]"
poate fi calculata cu ajutorul ecuatiei m/z = 104 + n*86 + 7.

(0] (0] (0]

\

o}
)\)‘\ Pierderea neutra de 104 Da
HO OH

acid 3-OH butiric

(0] (o] (0]
\o \¢
\, \,
HO o™ . o™ - OH
\, n \,
'\' .\o
O
Pierderea neutra de 86 Da \\/u\

OH

acid crotonic

n-

Figura 11.24. Reprezentarea cailor de fragmentare a PHB-A
In general fragmentarea speciilor ionice ale aceleiasi substante cu cationi diferiti prezinta
elemente specifice cationului utilizat. In cazul utilizarii cationilor de Li* in locul celor de Na',
oligomerii de PHB-A nu prezinta modificari majore ale profilului de fragmentare. Singura diferenta
este cauzata de micsorarea masei ionilor observati cu o diferenta de 16 Da corespunzatoare diferenteli

dintre masa Na* si cea a Li".
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Utilizarea cationilor de amoniu, NH," conduce in schimb la observarea unui profil de
fragmentare specific. lonul parinte supus fragmentarii, 810 Th, reprezinta un aduct al nonamerului
PHB-A cu amoniu (m/z = 9*86 + 18 + 18). Din analiza spectrului MS? se poate observa pierderea
amoniacului (-17 Da) si formarea [PHB-Ag+H]" la 793 Th. Acest fenomen este specific ionilor aduct
de amoniu, acestia fiind adesea utilizati in experimentele de spectrometrie de masa in scopul producerii
speciilor protonate . lonii rezultatii in urma pierderii amoniacului sufera la randul lor fragmentari
consecutive fie prin pierderea a una sau doua molecule de apa, fie prin ruperea legaturilor intre unitatile
monomere.

Modul de fragmentare observat in cazul ionizarii cu NH," si H" este diferit fata de cel observat
pentru speciile aduct de Na si Li. Diferentele constau in aparitia fragmentelor rezultate din pierderile
consecutive de H,O (- 18 si — 36 Da). Mecanismul de fragmentare este reprezentat in figura 11.29.
Pierderea unei singure molecule de apa poate fi pusa pe seama gruparilor capat de lant, fie cea
carboxilica fie cea hidroxilica apartinand acidului 3-OH butiric. Pierderile de -36 Da pot fi puse pe
seama eliminarii simultane a doua molecule de apa. Totusi, daca este acceptat faptul ca procesul de
fragmentare este indus de catre sarcina atunci, din punct de vedere steric, pierderea de — 36 Da este
imposibila. Probabil ca cea de a doua serie de ioni rezultata din pierderea a doua molecule de apa are la
origine un proces de fragmentare consecutiva in care are loc intr-o prima faza pierderea unei singure

molecule de apa, dupa care ionii fragment rezultati sufera la randul lor pierderea unei a doua molecule

(o] (o] (o]

(0] (0] OH

H (-18 Da)

\ (0] (0] (0] ,

HO™ ™\ o o ; TOH
.,\. ;
(-18 Da) ﬂ
o o /JO

Figura 11.29. Pierderea moleculelor de apa in fragmentarea speciilor protonate de PHB-A

de apa.

11.4.4.2. Caracterizarea PHB-B
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(a)

(b)

5393
71h.3
*
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Figura 11.30. SpectreI:ESI MS" ale [PHB-Eg+Na]+: (2) ESI MSBB; (E;) ESI MS®
Studiul fragmentarii oligomerilor de PHB-B a fost efectuat asupra nonamerului aduct cu Na*
avand raportul caracteristic m/z = 9*86 + 23 (797). Spectrul MS? prezentat in figura 11.30.(a) contine
o singura serie de ioni fragment cu o succesiune de 86 Da. Pierderea de 86 Da corespunde fragmentarii

PHB-B pornind de la ambele capete ale moleculei. Daca in cazul PHB-A masa functiunilor capat era

diferita (86/104 Da) in cazul PHB-B masa capetelor este aceeasi si anume 86 Da. Astfel, nu se poate
observa o diferenta intre cele doua cai de fragmentare, cele doua serii de fragmente suprapunandu-se.

Experimentul MS® (figura 11.30.(b)) prezinta la fel, o singura serie de picuri corespunzatoare celor
doua mecanisme de fragmentare.
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Figura 11.31. Reprezentarea mecanismului de fragmentare a [PHB-B+Na]"



Capitolul I1. Analiza structurala a homopoliesterilor la nivel molecular

Acest comportament a fost observat si in cazul fragmentarii ionilor aduct cu Li*. Speciile de
fragmente in cazul ambelor tipuri de ionizare sunt descrise de ecuatia m/z = n*86 +23/7. Mecanismul
de fragmentare este reprezentat in figura 11.31.. [PHB-Bo+Na]" sufera procese de rearajajari de H 1-4
cu eliminarea de specii neutre de acid crotonic pornind din ambele capete ale lantului.

Fragmentarea PHB-B a ionilor aduct cu NH4" prezinta aceleasi caracteristici ca si in cazul
speciilor PHB-A. Astfel, se remarca o pierdere initiala de -17 Da urmata de o fragmentare specifica
speciilor protonate. De aceasta data fragmentarea speciilor protonate evidentiaza aparitia a doua serii de
ioni fragment decalate cu 18 Da, diferenta corespunzand pierderii unei singure molecule de apa din
capatul carboxilic al lantului de PHB-B.

lonul fragmentat corespunzator nonamerului de [PHB-B+H]" cu raportul m/z = 775 prezinta
doua serii de fragmente rezultate in urma unor procese simultane sau consecutive. O prima serie de
fragmente aparuta la diferente successive de 86 Da este similara seriei observate in cazul speciilor
aduct de Na" sau Li*. Cea de a doua serie este rezultata in urma pierderii unei molecule de apa (-18 Da)
urmata de pierderi successive de 86 Da. Cele doua serii sunt descrise de urmatoarele ecuatii:

. m/z = n*86 +1

. m/z = 68 + n*86 + 1

Membrii celei de a doua serii pot rezulta si in mod direct prin clivajul legaturii esterice C-O

acil, totusi pierderea initiala a unei molecule de apa pledeaza pentru o fragmentare consecutiva.
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Figura 11.33. Reprezentarea mecanismului de fragmentare a [PHB-B+H]"
In figura 11.33. este reprezentata fragmentarea speciilor ionice [PHB-B+H]". Daca in cazul

ionilor aduct cu Na sau cu Li nu se poate face o difentiere clara intre cele doua mecanisme de
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Capitolul I1. Analiza structurala a homopoliesterilor la nivel molecular
fragmentare care contribuie la formarea ionilor fiica, in cazul speciilor protonate, aparitia pierderilor de
-18 Da permite diferentierea mecanismelor de fragmentare pornind de la cele doua capete. In concluzie,
fragmentarea [PHB-B+H]" permite evidentierea fragmentarii pornind de la capatul carboxilic al

lantului.

11.4.4.3. Caracterizarea PHB-C

Spectrul MS? al ionilor de tip PHB-C este prezentat in figura 11.34. lonul selectat pentru
fragmentare este aduct de Na al nonamerului PHB-C cu m/z = 799. Fragmentele rezultate sunt grupate
in doua serii conform ecuatiilor:

. m/z = n*86 +2 + 23

. m/z = n*86 + 23
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Figura 11.34. Spectrele ESI MS" ale [PHB-Co+Na]": (a) ESI MS?; (b), (c) ESI MS®

Procesele de fragmentare MS? (figura 11.34.(a)) sunt similare celor observate in cazul speciilor
de PHB de tip A si B in sensul ca lanturile de PHB sufera pierderi repetate de 86 Da corespunzatoare
unitatiic monomere BL. Prima serie sufera clivaje ale legaturilor esterice C-O alchil incepand din
capatul carboxylic al lantului de PHB-C (pierderea de acid crotonic — 86 Da) in timp ce a doua serie
corespunde fragmentarilor incepand din capatul corespunzator acidului butyric (pierderea de acid
butyric — 88 Da).

Fragmentarea MS? (figura 11.34.(b)) efectuata asupra ionului fragment cu m/z = 711 rezultat in

urma pierderii de acid butiric (88 Da) corespunde unui profil de fragmentare similar cu cel al lanturilor
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de PHB-B. Pe de alta parte spectrul MS® (figura 11.34.(c)), in care ionul supus fragmentarii (m/z =
713) este rezultat in urma pierderii de acid crotonic (86 Da), are un profil similar cu spectrul MS? al
lanturilor de PHB-C. Astfel, expeimentele de tip MS® confirma structurile prezentate in figura 11.35..

Spectrul MS? caracteristic speciilor [PHB-C+H]* avand m/z = 777 evidentiaza trei serii de
picuri descrise de urmatoarele ecuatii:

. m/z = 68 + n*86 + 1

. m/z =88 + n*86 + 1

. m/z=n*86 + 1
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Figura 11.35. Reprezentarea mecanismului de fragmentare a [PHB-C+Na]"

Prima serie de picuri este rezultat in urma pierderii unei molecule de apa (18 Da) din capatul
carboxilic al catenei PHB-C si/sau clivarea legaturii esterice C-O acil. Cea de a doua serie rezulta in
urma ruperii legaturii esterice C-O alchil incepand din capatul carboxilic al catenei cu o pierdere de 86
Da. Ruperea aceluiasi tip de legatura incepand din capatul opus (acid butiric) conduce la formarea celei
de a treia serii care debuteaza cu o pierdere de 88 Da(figura 11.37.).

Analiza ESI MS" a polimerilor PHB permite identificarea structurilor cu capete diferite de lant.
Din tabelul 11.2. se poate remarca asocierea unei anumite valori Am caracterisitice pierderilor neutre

cu un anumit tip de cation utilizat la obtinerea speciilor aduct supuse fragmentarii.
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Figura 11.37. Reprezentarea mecanismului de fragmentare a [PHB-C+H]"

Fraament
lon
A PHB + Na
A PHB + Li
A PHB + NH4
APHB +H
B PHB + Na
B PHB + Li
B PHB + NH4
B PHB +H
C PHB + Na
C PHB + Li
C PHB + NH4
CPHB +H
Tabel 11.2. Fragmentele PHB specifice fiecarui tip de cationizare

Pierderea de 86 Da este caracteristica generala a lanturilor de PHB indiferent de tipul de cation
utilizat. In schimb celelalte pierderi neutre sunt caracteristice doar catenelor cu anumite capete de lant
permitand astfel identificarea structurala a probelor analizate. Spre exemplu pierderea de 88 Da
corespunde doar PHB-C in timp ce pierderea de 36 Da corespunde doar speciilor de PHB-A. In plus, pe
baza analizelor de tip MS" se pot identifica anumite tipuri de functiuni cum ar fi gruparile carboxilice
sau cele hidroxilice a caror pierdere caracteristica este de 18 Da. Informatiile obtinute in urma
analizelor efectuate constituie o baza de pornire utila in identificarea unor structuri variate pe baza de
polihidroxibutirati.
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Capitolul I11. Sinteza si caracterizarea poliesterilor azofunctionali

Experimentele prezentate in acest capitol au drept scop investigarea posibilitatilor de sinteza a
oligomerilor pe baza de &-CL si D,L-LA azo-functionalizati cu DR1 si DR19 urmarind totodata
obtinerea acestora intr-o singura etapa de sinteza. De asemenea, procesul de sinteza vizeaza obtinerea
unor produsi de inalta puritate. Rezultatele prezentate includ caracterizarea produsilor obtinuti prin

spectroscopie RMN si spectrometrie de masa.

I11.3. Sinteza si caracterizarea oligoesterilor cu functiuni azo capat de lant DR1CL si
DRILA

Scopul acestui studiu este sinteza de poliesteri a-functionalizati cu DR1 si caracterizarea
structurala la nivel molecular a oligomerilor obtinuti, DR1CL si DR1LA (figura I11.1.).
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Figura I11.1. Structura produsilor tinta

Formarea produslui tinta a fost estimata intr-o prima faza prin spectroscopie *H RMN. In
figura 111.2.A este prezentat spectrul policaprolactonei a-functionalizate cu DR1.

Pe baza spectrului a fost determinata formarea legaturii esterice dintre DR-OH si lantul
polimeric. Acest fapt a fost estimat prin deplasamentul semnalului caracteristic hidrogenului metilenic,
notat cu h in figura, din pozitia 3,984 ppm in spectrul DR1 in pozitia 4,305 ppm in spectrul DRCL
(figura I111.2.A). Gradul de polimerizare a fost calculat pe baza raportului dintre valoarea integralei
semnalului notat cu m in figura, corespunzator hidrogenului metilenic din unitatea monomera, si
valoarea integralei semnalului notat cu h. In urma calculelor s-a obtinut valoarea 7 pentru gradul de

polimerizare a e-caprolactonei.
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Capitolul I11. Sinteza si caracterizarea poliesterilor azofunctionali
In cazul D,L-LA s-a procedat in mod similar. Spectrul produsului este prezentat in figura
111.2.B. Formarea legaturii esterice dintre DR si LA a fost estimata prin aparitia peakului h si disparitia
peakului caracteristic DR. Gradul de polimerizare cu valoarea 7 a fost estimat considerandu-se valoarea

integralei peakurilor h, p si i, k, m.
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Figura I11.2. Spectrul 1H RMN al A) DRCL si B) DRLA

111.3.2. Caracterizarea structurala prin spectrometrie de masa a DR1LA si DR1CL

111.3.2.1. MALDI MS

Pentru a obtine detalii clare asupra structurii polimerilor obtinuti s-au realizat studii de
spectrometrie de masa. Prin aceste studii s-a urmarit si obtinerea de informatii care pot fi utilizate in

elucidarea mecanismului de reactie.
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Capitolul I11. Sinteza si caracterizarea poliesterilor azofunctionali
Intr-o prima faza produsii au fost analizati prin MALDI ToF MS. Spectrul obtinut in cazul
DRCL este prezentat in figura I11.5. In urma analizei acestuia se pot observa o serie de peakuri de
mare intensitate care corespund lanturilor de polimer. Diferenta dintre doua peacuri succesive este de

114 Da valoare care corespunde exact unei unitati monomere de CL.
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Figura I11.5. Spectrele MALDI MS ale DRCL si DRLA

Daca se ia in considerare picul cu m/z = 1135,4 numarul de unitati monomere de CL care
compun lantul este n = 7. Luandu-se in considerare oricare alt peak, dupa acelasi rationament, valorile
obtinute pentru n ar tebui sa capete valori numere naturale ceea ce confirma o structura conform celei
prezentate in figura I11.1.

Acest fapt nu se verifica in cazul picurilor de intensitate joasa, notate cu n’. Aceste picuri
caracterizate de aceeasi succesiune de 114 Da, corespund lanturilor macromoleculare initiate de apa
reziduala din sistemul de reactie.

Spectrul obtinut in cazul DRLA prezentat in figura I11.5. evidentiaza prezenta a doua serii de
picuri notate cu m si m’. Seria dominanta, notata cu m, corespunde lanturilor azofunctionale de
oligolactida (structura este reprezentata in figura I11.1.) iar raportul m/z caracteristic poate fi calculat
cu ajutorul formulei m/z = 72 x m + 314.34 + 22.99, unde 72 reprezinta masa unitatii monomere de

lactat.
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Picul de baza aflat la m/z = 1201,2 corespunde unui grad de polimerizare m = 12. Spectrul
MALDI MS evidentiaza totusi ca seria m prezinta de fapt doua tipuri de picuri alternante si de
intensitati variabile. O prima subserie avand picurile cele mai intense corespunde lanturilor avand un
numar par de unitati monomere lactat in timb ce a doua subserie avand picuri de intensitate mai joasa
corespunde lanturilor cu numar impar de unitati lactat. Avand in vedere faptul ca monomerii utilizati in
polimerizare sunt de fapt lactide formate din condensarea a doua molecule de acid lactic se poate
considera ca seria de picuri cu numar impar de unitati lactat a rezultat in urma proceselor de
transesterificare intermoleculara. Diferentele dintre intensitatile relative ale picurilor cae compun cele
doua serii sunt evidente si dovedesc faptul ca procesele care au condus la formarea oligomerilor cu
numar impar de unitati lactat sunt consecutive formarii de specii cu numar par de unitati lactat.
Observarea celor doua serii de picuri prin MALDI MS afirma utilitatea tehnicii in decelarea produsilor
secundari de transesterificare intermoleculara in ROP a polilactidei.

Cea de a doua serie de picuri notata cu m’ corespunde lanturilor de polilactida rezultate in
urma initierii ROP efectuate de moleculele de apa reziduale prezente in amestecul initial de reactie.
Raportul m/z caracteristic poate fi calculat cu ajutorul relatiei:

m/z =72 xm’ + 18 + 22,9 unde m’ reprezinta gradul de polimerizare si 18 masa apei. In cazul
picului cu valoarea m/z = 609,1 valoarea m’= 6.

Reactiile de transesterificare au loc si in cazul oligomerilor azofunctionali DRCL, dar datorita
faptului ca produsii de transesterificare au 0 masa egala cu a produsilor rezultati din reactia ROP
initiata de DR1 decelarea acestora este imposibila. Aceste reactii secundare impiedica cresterea masei

moleculare a oligomerilor azofunctionali si conduc la cresterea polidispersitatii probelor.

111.3.2.2. MS/MS

Spectrul de fragmentare MS/MS al DR1CL este prezentat in figura 111.11. Lantul polimeric
ales pentru fragmentare reprezinta picul cu cea mai mare intensitate (m/z = 1135.5) identificat in
spectrul ESI MS obtinut pentru DR1CL. Acest pic corespunde lanturilor DR1CL cu 7 unitati
monomere si ionizat cu Na. Analizand spectrul se pot oserva trei profile distincte de fragmentare.
Pentru a usura observarea acestora in figura I11.11. sunt prezentate asocierile dintre valorile maselor
fragmentelor si structura acestora. Astfel, cele tei profile sunt notate C1-3,, unde n reprezinta numarul

de unitati monomere continute de fragmentul respectiv.
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Figura 111.11. ESI MS/MS DRCL

Profilul de fragmentare C1 incepe prin ruperea capatului de lant hidroxilic (figura 111.12.). Se
remarca pierderea unei unitati monomere hidratate cu 0 molecula de apa. Urmatoarele fragmente din
aceatsta serie sunt formate prin pierderea neutra de oligomeri de e-caprolactona. Astfel, are loc clivajul
legaturii esterice C-O alchil prin rearanjari de H 1-4.

Calea de fragmentare C2 debuteaza prin ruperea capatului de lant functionalizat cu DR1
eliminandu-se un compus cu masa de 296 Da. Fragmentarea are loc prin ruperea legaturii dintre O
esteric si C metilenic conform schemei prezentate in figura 111.12.. Aceasta cale de fragmentare este de
fapt complementara cu C1, diferenta constand in faptul ca ruperea ionului fragment are loc la celalalt
capat al lantului de DR1CL.

Calea de fragmentare C3 debuteaza la fel ca si C2 incepand cu capatul azofunctional, de aceasta
data legatura clivata find C-O acil prin rearanjari de H 1,3. Fragmentul neutru eliminat este DR1 (Am =
314 Da). Acest tip de fragmentare este mai putin intalnit in cazul poliesterilor. Studiile MS/MS in cazul
DRCL valideaza ipoteza initiala (figura 111.6.) privind structura produsilor sintetizati.
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Figura 111.12. Reprezentarea modului de fragmentare a oligomerilor DRCL
In vederea fragmentarii MS/MS a oligomerilor DRLA au fost selectati ionii cu m/z = 1345 Da

avand 12 unitati monomere lactat. Ca si in cazul DRCL se pot observa doua cai distincte de
fragmentare evidentiate in figura 111.16.
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Figura 111.16. Reprezentarea modului de fragmentare a oligomerilor DRLA
Prima, marcata de o pierdere neutra de 296 Da, confirma existenta functiunii azobenzenice la
unul din capetele lantului, DR1 fiind originea fragmentului cu Am/z = 296. Cealalta cale de
fragmentare, marcata de o pierdere neutra de 90, evidentiaza ruperea unitatii capat de lant de acid

lactic. In continuare se observa fragmente rezultate din scindarea moleculelor avand un numar variabil
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de unitati monomere lactat (n x 72). Si in cazul DRLA spectrul de fragmentare confirma structura
lanturilor de oligomeri presupusa initial.

In plus, in spectrul MS/MS al DRLA se observa un pic unic la 1273 Th avand un Am = 72 Da
fata de ionul parinte (1345 Th). Date recente de literatura evidentiaza faptul ca oligomerii de PLA
prezinta o a treia cale de fragmentare implicand procese de eliminare a unitatii monomere lactat din
interiorul lantului, marcate de pierderea de 72 Da [73]. In cazul PLA, aceasta cale de fragmentare nu
poate fi diferentiata deoarece picurile fragment au 0 masa care coincide cu cea a fragmentelor rezultate

in urma clivajelor la capatul carboxilic.

I11.4. Sinteza si caracterizarea oligoesterilor DC cu functiuni azo intercalate in catena de
baza

O trasatura particulara a fragmentarii poliesterilor a fost mentionata de cateva studii [105-107].
Aceasta consta in observarea unor reactii de schimb de sarcina (CER - *“charge exchange reactions™).
Aceste reactii constau in producerea de ioni fragment in conditiile CID cu o sarcina diferita fata de cea
a ionului supus fragmentarii. Este necesara precizarea ca aceste reactii sunt esential diferite de reactiile
clasice in care un ion incarcat cu un numar multiplu de sarcini conduce prin fragmentarea CID la
formarea de ioni fiica cu un numar mai mic de sarcini. CER implica formarea de fragmente aduct cu o
anumita sarcina (de ex. H") pornind de la ioni parinte aduct cu o alta sarcina (de ex. Na*). Desi
conditiile care conduc la aparitia CER nu sunt inca elucidate, aparitia lor poate constitui un profil de
fragmentare util in analiza structurala a polimerilor si copolimerilor. Pornind de la aceasta ipoteza,
studiul prezentat in continuare este dedicat stabilirii conditiilor in care aceste reactii sunt declansate
precum si asocierea acestor fenomene cu anumite tipologii structurale. Astfel, pe langa detaliile legate
de sinteza oligocaprolactonelor functionalizate cu DR19, sunt prezentate cateva abordari distincte in
caracterizarea oligomerilor obtinuti precum *H RMN, LC UV-VIS, LC MS, LC MS/MS precum si ESI
MS/MS. Tehnicile de caracterizare utilizate coverg intr-o caracterizare detaliata a probei DR19CL.

111.4.3. Caracterizarea oligomerilor de caprolactona functionalizati cu DR19

Conditiile de polimerizare a e-caprolactonei prin ROP initiata de functiunile OH ale DR19 sunt
similare cu cele raportate anterior in cazul polimerizarii initiate de DR1 [103]. Astfel, reactia are loc in
masa prin activare termica la 100 °C. Diferenta intre DR1 si DR19 ca specii initiatoare consta in
prezenta celei de a doua functiuni hidroxilice in cazul DR19. Din punct de vedere al mecanismului
reactiei de polimerizare este necesara elucidarea modului de initiere a ROP si in special daca cea de a

doua functiune OH participa la reactie. Aceasta dilema isi are originea in faptul ca odata ce DR19 a
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initiat formarea unui lant de oligoester reactivitatea celei de a doua grupari OH poate fi diminuata de
eventualele impiedicari sterice. Astfel, se poate considera formarea a doi produsi de reactie dupa cum

este reprezentat in figura 111.18.:

o a-DC - oligocaprolactona azofunctionala in care DR19 este asezat pe capatul catenei
o B-DC - oligocaprolactona azofunctionala in care DR19 este intercalat in catena de baza
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Figura 111.18. Reactia de polimerizare a CL in prezenta DR19 cu formarea de structuri izomere

Caracterizarea prin spectroscopie RMN releva faptul ca proba DC consta intr-un amestec de
DR19 nereactionat si/sau oligocaprolactona functionalizata pe capat cu DR19 (a-DC) pe de o parte si
oligocaprolactona cu functiunea DR19 intercalata in lant (3-DC). Astfel, RMN a confirmat formarea
produsilor tinta dar nu poate discrimina intr-un mod clar cele doua produse izomere, respectiv a- si -
DC. Descrierea B-DC este de altfel problematica datorita faptului ca lungimea celor doua brate
constituite din oligomeri de caprolactona este variabila crescand astfel numarul structurilor izomere
posibil formate. Caracterizarea structurala completa a produsilor de reactie necesita in consecinta
discriminarea celor doi izomeri a- si 3-DC. In continuare proba DC a fost examinata ptin ESI MS (ID
— injectie directa) in modul pozitiv, utilizand sarurile de Na si Li ca agenti de cationizare. Spectrul de
masa obtinut in cazul cationizarii cu Na prezinta o serie de picuri succesive cu o crestere a masei de la
un pic la celalalt de 114 Da corespunzand oligomerilor azofunctionali de caprolactona. Distributia

lanturilor porneste de la un grad de polimerizare n = 3 (DC3 — 696 Th) pana la gradul de polimerizare n
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= 10 (DCyo — 1493 Th). Picul de baza, DC;, corespunde unui aduct cu Na al heptamerului de CL
continand o functiune de DR19 esterificata.

Spectrul ESI MS confirma formarea produsilor conform schemei de reactie din figura 111.18.
Trebuie mentional faptul ca nu s-a observat prezenta DR19 liber in amestecul analizat. In consecinta,
picurile de DR19 observat in RMN corespund unor structuri de tip a-DC. Cu toate acestea, analiza
probei prin injectie directa nu aduce o imagine clara asupra amestecului de reactie. Astfel, proba a fost
analizata prin cromatografie lichida.

111.4.3.1. Caracterizarea prin LC MS

Detectia speciilor separate a fost realizata in paralel cu ajutorul unui detector DAD — UV-VIS si
ESI IT MS. Cromatogramele de elutie obtinute de la cele doua detectoare sunt prezentate in figura
111.21. Detectia DAD a fost realizata la o lungime de unda de 460 nm corespunzatoare lungimii de
unda caracteristice probei DC. Se poate observa ca picurile cromatografice detectate prin UV-VIS se
suprapun exact peste cele detectate prin MS confirmand faptul ca amestecul de reactie contine doar
oligocaprolactona azofunctionala (figura 111.21.). Totodata, picurile cromatografice detectate sunt
grupate in serii de dublete cu acelasi raport m/z, iar odata cu cresterea timpului de elutie creste si masa
moleculara a speciilor eluate. Comparatia datelor obtinute prin ESI MS ID si LC DAD MS releva
faptul ca distributia lanturilor DC este subestimata in cazul analizei prin simpla injectie directa. Astfel,
prin LC este evidentiata prezenta oligomerilor DC; si DC, confirmandu-se faptul ca ESI MS ID nu
furnizeaza date exacte in ceea ce priveste polidispersitatea probelor polimerice.

Pe de alta parte analiza prin detectie UV-VIS confirma faptul ca toata cantitatea de DR19 liber,
determinata prin RMN, aprtine structurilor de tip a-DC. In consecinta, proba DC este un amestec
constituit din lanturi de CL avand functiunea DR19 atasata la un capat (a-DC) sau intercalata (3-DC).
Moleculele indentificate in spectrul LC MS la aceleasi rapoarte m/z dar eluate la timpi diferiti de
retentie sunt structuri izomerice de tip a- si B-DC. Lanturile de oligomeri DC,, avand doar doua unitati
monomere legate de gruparea functionala DR19, pot avea din punct de vedere teoretic doar doua
structuri, corespunzatoare o-DC si B-DC. Cromatograma extrasa din TIC (EIC - ,,Extracted lon
Chromatogram”), corespunzatoare DC, cu raportul caracteristic m/z = 581, a evidentiat existenta a
doua picuri la 7,9 si respectiv 8,3 min. Atribuirea structurilor corespunzatoare celor doua picuri
cromatografice extrase a fost realizata considerand profilul de fragmentare MS/MS (detalii in sectiunea
MS/MS).
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Figura 111.21. Cromatogramele obtinute in urma separarii HPCL a probei DC cu detectie UV si ESI
MS (TIC - croamtograma totala, EIC — cromatograma extrasa pentru un anumit m/z)

Astfel, picul de la 7,9 min. este atribuit speciilor 3-DC in timp ce picul de la 8,3 corespunde
speciilor a-DC. Urmatoarea pereche de picuri corespunzatoare DC3 (m/z=695), cu timpii de retentie
9,1 si 9,7 min. corespund - si a-DCs, si asa mai departe. Separarea picurilor este mai putin evidenta
odata cu cresterea masei moleculare a speciilor eluate, observandu-se faptul ca speciile a-DC, se
suprapun cu speciile B-DCy.1, incepand cu un grad de polimerizare n=6. Mai mult, abundenta relativa a
a-DC descreste odata cu cresterea gradului de polimerizare.

Numarul de izomeri de pozitie creste odata cu cresterea gradului de polimerizare, spre exemplu
in cazul tetramerului DC4 pot exista o structura de tip a-DC si doua structuri de tip B-DC avand
lungimi diferite ale bratelor de oligocaprolactona. De fapt, procedura de separare cromatografica nu
reuseste decelarea tuturor izomerilor pozitionali posibili ai speciilor DC; doar a-DC (doar o singura
specie per grad de polimerizare) sunt separate din amestecul de izomeri 3-DC. Astfel, cromatograma

EIC extrasa pentru ionul DCs (m/z=923) evidentiaza detectia a doar doua picuri.

111.4.3.2. Caracterizarea prin LC MS/MS
Diferentierea dintre perechile de picuri cromatografice corespunzatoare speciilor DC cu acelasi
numar de unitati monomere de e-caprolactona poate fi realizata si prin studii de fragmentare de tip CID

in detectorul MS de tip capcana de ioni. In figura I11.22. este prezentat spectrul MS/MS caracteristic
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izomerilor a- (jos) si B-DC (sus) eluati la timpii de retentie 11,5 si respectiv 11 min. Spectrul a-DCs
(m/z=923) poate fi interpretat dupa cum urmeaza: pierderea neutra de acid 6-OH hexanoic conduce la
formarea ionului fiica la m/z=791. Urmatorii ioni fragment membri ai acestei serii sunt formati prin
pierderea similara a unor specii cu numar crescator de unitati monomere de caprolactona (Am=114
Da). Fragmentele incluse in aceasta serie sunt notate cu a-Al,. Nomenclatura utilizata in descrierea
seriilor de ioni fragment, Al, A2, Bl etc. tine seama de mecanismele diferite care duc la aparitia
acestora iar coeficientul X, cunatifica numarul de unitati de caprolactona din structura ionului.

Astfel, in cazul ionilor a-Al (a-Als — 791 Th si a-Al; — 677 Th) mecanismul de fragmentare
consta in clivarea legaturii C-O ester alchil pornind dinspre capatul hidroxilic al catenei de
caprolactona (Schema xx). Primul membru al acestei serii, a-Als, rezulta in urma pierderii neutre a
acidului 6-OH hexanoic (132 Da). Urmatorul membru are o unitate de CL mai putin si corespunde
pierderii neutre de 246 Da (132 +114). lonii fiica observati sunt aducti de Na avand o dubla legatura

drept capat de lant conform mecanismului de fragmentare prin rearanjari de H 1,4 descris anterior in

literatura.
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Figura 111.22.. Fragmentarea MS/MS a speciilor [DCs+Na]" la RT = 11 (B-DC) si 11,5 (a-DC)
O alta cale de fragmentare, conducand la formarea ionilor a-A2, contine urmatoarele
fragmente: a-A2s — 611 Th, a-A24 — 497 Th, a-A23 — 383 Th, a-A2; — 269 Th. Aceste fragmente
rezulta in urma clivajului legaturii esterice C-O alchil si conrin o grupare carboxilica drept capt de lant
(figura 111.23.). Specia neutra eliminata la formarea fragmentului a-A2s are masa Am=312 Da si

corespunde pierderii unui fragment din capatul azofunctional al ionului parinte. Urmatorii membri ai
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acestei serii contin un numar variabil de unitati monmere de CL variind de la 0 (a-A2s5) pana la 3 (a-
A2,). Aceasta serie de fragmente este complementara seriei a-A2s dupa cum se poate oserva din
schema xx. Spre exemplu fragmentele o-Als si a-A2; sunt produse de clivajul aceleiasi legaturi
esterice, cationul ce Na fiind retinut fie de un fragment fie de celalalt.
a—A1

335 449 563 677 (o —A13) 791 (a — Aly)
i -

o

N
Q a—-A2
N

Figura 111.23. Caile de fragmentare a speciilor ionice a-DCs
O a treia cale de fragmentare (a-A3) avand o abundenta relativa redusa comparativ cu seriile a-
Al si A2 se regaseste la o diferenta de — 18 Da fata de seria a-A2. Membrii acestei serii pot fi observati
la 593, 479 si respectiv 365 Th. Mecanismul de fragmentare care conduce la formarea acestor ioni
fragment implica clivajul legaturilor esterice C-O acil prin rearanjari de H 1,3. Acest tip de fragmentare
a fost observat si in cazul fragmentarii speciilor DR1CL.
Masele corespunzatoare seriilor de ioni fragment observate in cazul speciilor ionice a-DC pot fi

rationalizate utilizand urmatoarele relatii:

m/z = 312 + n*114 + 23 (a-Al) 1)
m/z = n*114+18+23 (0-A2) (2
m/z = n*114 + 23 (a-A3) (3)

Se poate remarca faptul ca modul de fragmentare al speciilor a-DC este similar cu cel observat
in cazul fragmentarii DR1CL prezentat in sectiunea anterioara. De altfel speciile a-DC si DR1CL
prezinta o anumita similaritate structurala. Pentru a facilita comparatia sunt prezentate in continuare
relatiile de calcul care permit rationalizarea fragmentelor ionice observate in spectrul MS/MS al
DRI1CL (Figura I11.11.):

m/z =296 + n*114 + 23 (C1) 4)

m/z = n*114+18+23 (C2) (5)

23



Capitolul I11. Sinteza si caracterizarea poliesterilor azofunctionali

m/z = n*114 + 23 (C3) (6)

Similaritatea comportamentului in fragmentare a celor doua structuri considerate devine
evidenta in urma unei simle comparatii intre ecuatiile 1-3 si 4-6.

Fragmentarea MS/MS a speciilor ionice [B-DCs+Na]" eluate la timpul de retentie 11 min.
prezinta doua serii mai importante de fragmente (figura 111.22. sus). Prima serie notata cu -Al este
similara cu seria a-Al. Cea de a doua serie debuteaza cu fragmentul -B1, — 883 Th si continua cu un
decrement repetat de masa Am = 114 Da ajungand pana la fragmentul 3-B1; — 427 Th. Aceasta serie
reprezinta cea mai importanta cale de fragmentare din punctul de vedere a abundentei relative a ionilor
fragment. Membrii acestei serii sunt atribuiti unei cai de fragmentare care implica in proces de
schimabare de sarcina (CER), ionii fragment fiind specii protonate in timp ce ionii parinte sunt specii
sodiate. Acesta afirmatie este justificata de pierderea neutra observata de Am=154 Da cosespunzand
sarii de Na a acidului 6-OH hexanoic in cazul fragmentului B-B1,. Urmatorii membri ai acestei serii
sunt formati prin pierderea neutra a sarii de Na ai acizilor carboxilici care au in componenta lor un
numar crescator de unitati monomere de caprolactona (131 + n*114 + 23). Pe langa aceste doua serii
majore de fragmente se mai pot remarca cateva fragmente de joasa intensitate a caror provenienta va fi
discutata ulterior.

Fenomenul de fragmentare cu producerea CER reprezinta o trasatura putin intalnita in literatura
aferenta fragmentarii poliesterilor si in consecinta merita o atentie speciala. In acest sens si totodata
pentru a verifica faptul ca pierderea sarurilor de Na nu este doar un artefact, fragmentarea speciilor -
DC a fost analizata si in conditiile utilizarii speciilor ionice aduct ai Li. Fragmentarea speciilor ionice
litiate [B-DCe+Li]" (figura 111.24.) releva un comportament similar cu cel observat in cazul speciilor
sodiate. Astfel, au fost observate caile de fragmentare specifice speciilor a-DC (notate cu a-A3 si a-
A4) precum si fragmentarile de tip CER (seria $-B2). Valorile m/z caracteristice membrilor ambelor
serii B-B1 si B2 pot fi calculate utilizand urmatoarea relatie:

m/z = 294+n*114+18+1 (B-B1&2) (7)

Seriile de fragmente observate rezultate in urma proceselor CID corespund datelor de literatura
in ceea ce priveste mecanismele intime responsabile:

e Rearanjaride H 1,4 si 1,3 in cazul speciilor DR1CL si a-DC

e CERsirearanjari de H 1,4 in cazul speciilor B-DC
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Figura 111.24. Fragmentarea MS/MS a speciilor [DCs+Li]" la RT = 11,8 (B-DC) si 12,5 (a-DC)

In general mecanismele de fragmentare prin rearanjari de H 1,4 sau 1,3 sunt cel mai adesea
intalnite in cazul clivajelor legaturilor de tip ester, caracteristice si poliesterilor [105, 108]. Pe de alta
parte fenomene de tip CER sunt arareori mentionate in literatura si aparitia lor nu este explicata in mod
riguros. In principiu, faptul ca CER apar concomitent cu rearanjarile de H in cazul speciilor B-DC iar in
cazul speciilor a-DC sunt remarcate doar rearanjari de H 1,4 conduce la concluzia ca rearanjarile de H
sunt specifice catenelor liniare in timp ce fragmentarile de tip CER pot coexista cu rearanjarile de H 1,4
in conditii structurale indeplinite de speciile 3-DC. De fapt, structura B-DC poate fi asimilata cu o
structura ramificata si in esenta fenomenele CER pot fi corelate cu acest tip de structura.

Fragmentarile de tip CER au fost descrise in literatura de specialitate doar pentru cativa
compusi care prezinta in structura lor legaturi de tip ester precum di- si tri-acilglicerolii [109] si
poliftalatii [105-107]. Aceste studii au aratat ca CER are loc prin eliminarea sarurilor neutre ale acizilor
carboxilici concomitent cu formarea unor ioni de oxoniu cu structura ciclica. Acest fenomen poate fi
consecinta unei dispuneri spatiale specifice a legaturilor esterice astfel incat sa se formeze structuri
ciclice de tip oxoniu cu participarea a doua legaturi de tip ester si implicarea cationului din componenta
ionului aduct aflat in faza de gaz.

In cazul de fata se poate remarca o anumita similaritate structurala intre §-DC si diacil gliceroli
fapt ce poate sta la originea fenomenelor de tip CER. Fragmentele rezultate in urma CER (de exemplu
seria B-B2 din figura 111.24.) contin un numar variabil de unitati CL (de la 1 la 5), picul de baza 3-B2;

rezultand in urma pierderii neutre a trei unitati CL.
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Figura 111.25. Fragmentarea CER cu formare de ioni oxoniu

Conform figurii 111.25., procesul de formare a seriiei de fragmente cu succesiunea de 114 Da
poate fi explicat printr-o scindare aleatorie a legaturii esterice dintre doua unitati monomere urmata de
o ciclizare si formare a ionului de oxoniu. Daca se considera ionul parinte 3-B2 avand o structura cu
cele 6 unitati CL distribuite in mod egal intre cele doua lanturi de oligomer esterificate la gruparile OH
ale DR19, mecanismul prezentat in figuria 111.25. explica doar aparitia fragmentelor 3-B2s, 3-B24 si -
B2;. Totusi, ionul parinte poate contine si alti izomeri pozitionali in care bratele de CL au lungimi
variabile axplicandu-se astfel aparitia tuturor fragmentelor observate. Spre exemplu, fragmentarea unui
izomer al 3-B2¢ avand atasat un oligomer cu 5 unitati de CL la un brat si 1 unitate CL la celalalt poate

conduce la eliminarea a unei sari carboxilice de Li cu 5 unitati de CL si formarea fragmentului 3-B2;.
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Capitolul 1V. Sinteza si caracterizarea prin spectrometrie de masa derivatilor de ciclodextrina

IVV.3. Cracterizarea prin spectrometrie de masa a derivatilor de ciclodextrina obtinuti prin

ROP a esterilor ciclici

IVV.3.2. Sinteza si caracterizarea conjugatelor PHB-B-CD - polimerizare in masa

Sinteza derivatilor de cilodextrina cu poly(3-OH butirati) reprezinta o abordare relativ recenta
in obtinerea de polimeri conjugate covalent cu oligozaharide ciclice. Chiar daca a fost raportata sinteza
PHB-B-CD prin ROP a B-BL [57] cateva aspecte raman de clarificat:

e Mecanismul ROP care guverneaza reactia
e Caracterizarea riguroasa a produsilor de reactie
e Detaliile modului de substitutie a CD

In general, cataliza organica a reactiei de polimerizare prin deschiderea a esterilor ciclici
presupune activarea acestora de catre un agent electrofil si/sau activarea initiatorului sau a capatului
activ de lant aflat in propagare de catre o baza [132].

In ceea ce priveste polimerizarea BL rezultatele raportate in literatura [77-87] sustin faptul ca
principalele specii active in ROP anionica sunt ionii carboxil. Dupa cum am mentionat anterior acest
fapt conduce la formarea de produsi secundari de reactie care nu retin functiunea initiatoare, in acest
caz ciclodextrina. Astfel, chiar si in conditiile unei reactii in prezenta CD exista posibilitatea formarii
de homopolimeri PHB ca produsi secundari de reactie. In consecinta, ROP a BL in prezenta CD merita
reinvestigata. Strategia de sinteza utilizata pentru obtinerea de conjugate de tip PHB-B-CD presupune
realizarea reactiei la o temperatura mai mica cu adaugarea simultana a unei amine ca baza activatoare
reactiei de deschidere a esterilor ciclici.

Reactia condusa in masa a avut ca rezulta un amestec care a fost separat in doua fractii prin
precipitare repetata in diclorometan. Fractia solubila F1 a fost izolata prin evaporarea blanda a
solventului la ROTAVAP iar precipitatul, fractia F2, a fost uscat la etuva de vid, la 40 °C. Analizele
efectuate au aratat ca fractia F1contine homopolimeri PHB in timp ce fractia F2 contine CD libera si

conjugati de tip PHB-B-CD (figura 1V.9.).
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Figura IV.9. Polimerizarea BL in prezenta CD [130]

IVV.3.2.1. Caracterizarea fractiei F1 prin LC MS

Spectrul LC ESI MS (figura 1V.10.) obtinut in cazul fractiei F1 confirma obtinerea de PHB-A
avand drept capete functiuni acid 3-OH butiric si COOH ca produs principal, precum si PHB-B avand
pe capat acid crotonic si COOH. Masa polimerilor ovtinuti variaza intre aproximativ 300 si 5000
g/mol. Masa speciilor ionice corespunzatoare picurilor din spectrul LC MS este obtinuta utilizand
urmatoarea relatie de calcul:2*m/z = 18 + n*86 + 2*23 (unde n reprezinta gradul de polimerizare, 18 -
masa apei, 86 — masa unitatii monomere de BL, 23 — masa cationului de Na). Formarea aductilor de Na
nu este o caracteristica a speciilor eluate prin LC MS dar se poate explica priprezenta sarurilor de Na
reziduale fie in sticlaria utilizata fie chiar in sursa ESI utilizata. In afara speciilor dublu incarcate se pot

observa aducti ai PHB-A cu una sau trei sarcini, avand o abundenta relativa mai joasa.
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Figura 1V.10. Spectrul LC MS al fractiei F1 — detaliu in regiunea m/z 1360 — 1440

I\VV.3.2.2. Caracterizarea fractiei F2 prin LC MS

Fractia F2 precipitata din amestecul de reactie a fost caracterizata prin LC MS, RMN si
MS/MS. In figura 1V.11. este reprezentata cromatograma TIC obtinuta, intre timpii de retentie 7,3 si
9,8 min. impreuna cu spectrul MS extras.

Spectrul LC MS extras pe perioada 7,3-9,8 min. (ambele picuri cromatografice) prezinta specii
ionice corespunzand [B-CD+Na]" (picul de la 7,4 min, m/z = 1157 - masa moleculei de B-CD + masa
Na). Celelate picuri corespund conjugatelor de PHB-B-CD, aduct cu sodiu incarcat cu una sau doua
sarcini. Gradul mediu de polimerizare este 14, calculul fiind realizat pe baza speciilor dublu incarcate.
Seria principala de picuri prezinta un increment de masa corespunzator polimerilor de tip PHB, de 86
Da pentru speciile incarcate cu o singura sarcina si de 43 Da pentru speciile incarcate cu doua sarcini.
Corelatia dintre raportul m/z corespunzator picurilor observate si natura chimica a speciilor ionice a
fost realizata pe baza urmatoarelor ecuatii:

e m/z=1134 + n*86 + 23 in cazul speciilor aduct cu o singura sarcina

e 2*m/z =1134 + n*86 + 2*23 in cazul speciilor aduct cu doua sarcini
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Figura IV.11. Spectrul LC MS si cromatograma TIC a fractiei F2
Calculul gradului mediu de polimerizare a luat in considerare picurile dublu incarcate datorita
reprezentativitatii mai bune a acestora in cazul probei analizate precum si pornind de la ipoteza ca

eficienta de ionizare este similara pentru toate speciile ionice considerate.
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Figura 1VV.12. Spectrul LC MS PHB-B-CD; detaliu intre m/z = 1130 — 1200
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Spectrul detaliat cuprinzand regiunea m/z dintre 1130 si 1200 (figura 1V.12.) arata ca picurile
caracteristice compusilor de tip PHB-B-CD (notate cu P) sunt acompaniate de picuri cu o abundenta
relativa mai joasa. Calculele efectuate au demonstrat ca aceste serii de picuri pot fi corelate cu prezenta
unor specii notate cu P-9 si P-18 a caror structura este prezentata in figura 1VV.13.. Aceste picuri sunt

asociate cu specii de tip PHB-B-CD care au pierdut una (9*2 — speciile P-9) sau doua (18*2 — speciile
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P-18) molecule de apa. O posibila explicatie pentru aparitia acestor picuri este posibilitatea ca speciile
P-9 sa aiba un capat de lant transformat din acid 3-OH butiric (104 Da) in acid crotonic (86 Da) iar

speciile P-18 sa aiba doua capete de lant cu acid crotonic.
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Figura IV.13. Structura speciilor PHB-B-CD: P, P-9 si P-18 (R reprezinta restul de CD)

I1VV.3.2.3. Caracterizarea fractiei F2 prin RMN

Rezultatele obtinute prin spectroscopie RMN indica faptul ca ROP a BL in prezenta CD si SP
implica o substituire a gruparilor OH legate de C2. Spectrul fractiei F2, prezentat in figura 1V.16.,
contine picuri caracteristice CD si oligomerilor de PHB. Raportul dintre intergralele picurilor
suprapuse corespunzand protonilor H2 si H4 (intre 3,25 si 3,39 ppm) si integralele picurilor
corespunzatoare H3, H5, si H6 (inte 3,45 si 3,70 ppm) este mai mic decat 0,5, valoare specifica
ciclodextrinei native. Acest fapt se datoreaza modificarii deplasamentului chimic specific protonilor H2
in regiunea protonilor H3, H5 si H6 in urma esterificarii CD. In plus, raportul integralelor picurilor
corespunzatoare H1/OH6/OH(2+3) este 1/1/1,66 si nu 1/1/2, raport caracteristic ciclodextrinei
nemodificate. Acest fapt indica substituirea uneia dintre gruparile OH2 sau OH3. Esterificarea in
pozitia C2 este sustinuta si de spectrul de corelare inversa H-C HMBC (figura 1V.16.), in care se poate

observa semnalul de corelare intre H2 la 3,6 ppm si atomul de C din gruparea carbonilica a PHB.
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Figura 1V.16. Spectrul RMN de corelare inversa proton-carbon HMBC al fractiei F2 [130]

Analiza spectrului *H RMN releva faptul ca lanturile de PHB esterificate pe CD au 0 masa
moleculara relativ scazuta. Utilizand raportul integralelor picurilor caracteristice gruparilor metilice
apartinand monomerilor din interiorul lanturilor PHB (1,19 ppm) si cele situate la capat de lant in
vecinatatea gruparilor OH (1,10 ppm) se obtine o lungime medie a lanturilor de PHB de aproximativ
trei unitati monomere. Picurile corespunzatoare capetelor de lant de acid crotonic nu au fost
identificate, motivul probabil fiind concentratia redusa a acestora sau suprapunerii unor picuri
caracteristice altor componente ale amestecului.

O alta informatie structurala necesara in descrierea compusilor PHB-CD consta in modul de
distribuire a unitatilor monomere de PHB in raport cu gruparile OH posibilil initiatoare ale ROP
apartinand moleculei de CD. Datele de literartura pledeaza pentru o structura in care CD este
esterificata cu un singur lant de poliester fapt justificat de posibilele impidicari sterice care
influienteaza reactia in faza de initiere. In principiu aceste afirmatii au la baza faptul ca molecula de
CD odata esterificata nu mai permite formarea unui nou lant de polimer.

In urma studiului prezentat in aceasta lucrare, este evident ca o singura molecula de CD este
capabila de multiple initieri. Acest fapt rezulta din comparatia rezultatelor obtinute prin LC MS si
RMN. Lungimea medie a lanturilor de PHB calculata prin RMN este de trei unitati monomere in timp
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ce numarul mediu de unitati monomere atasate unei singure molecule de CD este 14, dupa cum reiese
din interpreatrea rezultatelor LC MS. Aceasta discrepanta poate fi explicata doar prin atasarea a cel
putin 5 lanturi de PHB compuse din trei unitati monomere unei molecule de CD. Aceste lanturi pot fi
aleatoriu distribuite intre toate cele 21 de grupari OH apartinand unei molecule de CD. Astfel, fiecare
pic observat in spectrul LC MS corespunde catorva izomeri de pozitie care nu au fost decelati de
metoda de separare cromatografica utilizata.

Pe de alta parte, prezenta a doua unitati de acid crotonic in amestecul F2 (speciile P-18) indica

atasamentul a cel putin doua lanturi de PHB la o singura molecula de CD.

IVV.3.3. Sinteza si caracterizarea PHB-CD in prezenta a- si y-CD
In cazul conjugatelor de tip PHB-a-CD spectrul LC-MS a evidentiat formarea de CD libera si
conjugate cu un grad redus de polimerizare (figura 1V.18.). Amestecul precipitat contine a-CD libera

precum si conjugate de tip PHB-a-CD cu un grad de polimerizare cuprins inn =5 sin = 14.
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Figura 1V.18. Spectrul LC MS al conjugatilor de tip PHB-a-CD si EIC

o

Masa compusilor determinati poate fi calculata utilizand relatia: 2*m/z = 972 + n*86 + 2*23,
unde 972 reprezinta masa a-CD. Pe langa picurile dominante se pot observa si specii de tip P-9
corespunzand lanturilor de poliester terminate in acid crotonic. Separarea cromatografica a produsilor

cu grade diferite de polimerizare este mai clara decat in cazul PHB-B-CD probabil datorita influentei
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diminuate a ciclodextrinei, avand un volum hidrodinamic mai redus si astfel o influenta diminuata
asupra proceselor de retentie specifice HPLC.

Comparand ROP in prezenta a-CD cu cea in prezenta B-CD se poate observa ca gradul de
polimerizare maxim este mai mic, n = 13 fata de n = 18, in aceleasi conditii de reactie.

Spectrul LC MS obtinut in cazul conjugatelor de tip PHB-y-CD confirma formarea derivatilor
de y-CD cu un numar maxim de 22 unitati monomere atasate. Picurile din spectru sunt asociate cu
prezenta speciilor ionice dublu incarcate cu Na, determinarea structurala realizandu-se cu ajutorul
urmatoarei relatii: 2*m/z =1296 + n*86 + 2*23, unde 1296 reprezinta masa y-CD

Aceste rezultate in corelatie cu cele obtinute in cazul a-CD indica o anumita scadere a gradului
de polimerizare odata cu diminuarea numarului de grupari OH ale CD sau cu reducerea dimensiunii
cavitatii interne.

Obtinerea de derivati de CD pentru toate tipurile de oligozaharide ciclice utilizate indica faptul
ca reactia are o buna aplicabilitate in sinteza acestui tip de compusi. Pentru a demonstra mai departe
posibilitatea de a diversifica produsii obtinuti prin ROP in prezenta sistemului CD/SP a fost abordata
ROP a e-caprolactonei. Conditiile de reactie au fost aceleasi iar produsii au fost analizati prin LC MS.
Spectrul LC MS obtinut in cazul derivatilor PCL-a-CD este prezentat in figura 1V.20. Picurile sunt
asociate cu aducti de Na ai PCL-a-CD, formula de calcul aplicata fiind urmatoarea:

m/z = 972 + n*114 + 23, unde 972 — masa a-CD, 114 - masa &-CL si 23 — masa Na.

Se poate observa ca sistemul de reactie functioneaza si in cazul e-CL cu toate ca energia
necesara in reactia de deschidere de ciclu este mai mare decat in cazul BL. Gradul maxim de

polimerizare al polimerilor obtinuti este n = 11 asemanator cu cel obtinut in cazul BL.
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Figura 1V.20. Spectrul LC MS al conjugatilor de tip PCL-a-CD

34



reactiei

Capitolul IV. Sinteza si caracterizarea derivatilor de ciclodextrina
IVV.3.4. Sinteza conjugatelor de tip PHB-B-CD - polimerizare in solutie
Reactivitatea gruparilor OH ale CD in reactii de tip ROP poate fi modificata prin efectuarea
in solutie. Acest fapt a fost demostrat de Shen si col.[115] in sinteza de derivati de CD

esterificate cu oligolactida, utilizand drept mediu de reactie DMF la o temperatura de 80-85 °C.

Produs

ii obtinuti au un grad maxim de polimerizare de n = 5 considerand lactida ca unitate monomera

si n =10 in cazul acidului lactic.

In acest context, lucrarea de fata isi propune determinarea diferentelor ce pot aparea in sinteza

compusilor de tip PHB-CD daca reactia are loc in solutie. Reactantii utilizati in sinteza PHB-CD in

masa a

u fost introdusi intr-o solutie de DMSO, respectand conditiile de reactie aplicate la sinteza in

masa. Analiza prin LC MS a fost efectuata de aceasta data fara o separare prealabila a produsilor de

reactie.
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Figura 1VV.22. Spectrul LC MS si cromatograma TIC a speciilor de tip PHB-B-CD
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Produsii de tip PHB-B-CD se reagasesc pe cromatograma TIC in regiunea 4,4 - 53 min.

Intensitatea picurilor cromatografice corespunzand speciilor de homopolimer PHB coeluate cu speciile

PHB-B

-CD este mai mare, dar avand in vedere ca eficienta de ionizare a celor dou specii este mult in

favoarea homopolimerilor, diferenta in intensitate nu trebuie considerata din punct de vedere cantitativ.
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Compararea speciilor cu structuri similare si mase moleculare apropiate ca valoare poate fi totusi
interpretata intr-un mod semicantitativ

Analiza LC MS a produsilor de reactie de tip PHB-B-CD, prezentata in Figura 1V.22., releva
faptul ca toata cantitatea de B-CD introdusa in reactie se regaseste in produsii de reactie sub forma
esterificata. Acest fapt este suprizator din moment ce in cazul reactiei efectuate in masa o importanta
cantitate de B-CD a ramas nereactionata. Picurile observate in spectrul LC-MS, precum si cele
evidentiate in cromatograma EIC extrasa pentru valorile m/z corespunzatoare speciilor de tip PHB-3-
CD au fost identificate conform formulei de calcul corespunzatoare. Numarul de unitati monomere
atasate B-CD variaza intre n = 1 si n = 7 speciile predominante avand un grad mediu de polimerizare n
= 4. Comparand rezultatele cu cele obtinute in cazul polimerizarii in masa se poate observa ca gradul
de polimerizare este redus. Datele de literatura confirma deasemenea obtinerea de produsi cu o valoare
similara a gradului de polimerizare [115]. Totodata se remarca si lipsa produsilor rezultati in urma
proceselor de degradare.

Solutie

OR OH

Figura IV.23. Spectrele *H RMN ale produsilor de tip PHB-B-CD obtinuti in masa si in solutie
(R =pB-CD)
Desi rezultatele MS confirma formarea produsilor de tip PHB-B-CD, totusi nu se pot obtine
informatii cu privire la lungimea medie a lanturilor de PHB grefate pe B-CD. Elucidarea acestui aspect
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este oferita de studiul prin spectroscopie RMN. In figura 1V.23. este prezentata o analiza comparativa
a spectrelor *H RMN in cazul celor doua polimerizari, in masa si respectiv in solutie.

Raportul integralelor picurilor corespunzatore protonilor metilenici apartinand unitatilor
monomere capat de lant (notate cu 2) si a celor din interiorul lantului de PHB (notate cu 5) este mult in
favoarea primelor specii, avand o valoare de 1/3. In consecinta se poate presupune ca unitatile
monomere sunt predominant atasate de molecula de ciclodextrina in lanturi cu o singura unitate
monomera. Inversarea raportului integralelor mai sus mentionate pentru polimerizarea in masa si cea in
solutie este evidentiata in figura 1V.23.. Totodata, se poate remarca aplatizarea picurilor

corespunzatoare ciclodextrinei fapt care sugereaza functionalizarea tuturor moleculelor din amestec.

IVV.3.5. Caracterizarea derivatilor de CD prin tandem MS
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Figura 1V.28. Spectrul de fragmentare al decamerului [PHB-B-CD+H]" cu m/z = 1995

Speciile ionice sunt fragmentate doar la nivelul legaturilor 1,4 glicozidice, functiunile grefate
pe ciclodextrina nefiind implicate in proces. Seria C; ofera informatii despre numarul de unitati BL
atasate de o singura unitate glicozidica. Astfel, se poate observa ca numarul de unitati BL atasate
variaza de la 1 la 4, C;B; (335 Da) avand intensitatea ce mai mare. In consecinta, puntem considera ca
numarul maxim de unitati BL atasate de o singura grupare glicozidica este 4, dar nu se poate spune cu
certitudine daca aceste 4 unitati monomere formeaza un singur lant sau mai multe doar pe baza acestui
spectru. Studiile de fragmentare confirma faptul ca produsii de tip PHB-B-CD sunt ciclodextrine
esterificate in mod aleatoriu cu lanturi scurte de PHB. Utilizarea cationilor de sodiu in fragmentare
conduce la obtinerea de informatii privind substituientii ciclodextrinei. In figura 1VV.29. este prezentat

spectrul de fragmentare al pentamerului [PHB-B-CD+Na]" cu raportul m/z = 1587.
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Figura 1V.29. Spectrul de fragmentare al pentamerului [PHB-3-CD] cu m/z = 1587

Modul de fragmentare evidentiaza clivajul legaturilor esterice si implicarea lanturilor de PHB in
procesele de fragmentare, fapt justificat de prezenta pierderilor de 104 Da caracteristice PHB pornind
din capatul hidroxilic al catenei. Fragmentul rezultat din pierderea neutra a doua molecule de acid 3-
OH butiric (2*104) demonstraza ca B-CD este esterificata cu mai multe lanturi de PHB. Aceasta
observatie infirma teoria conform careia 3-CD nu este capabila de a initia formarea a mai mult de un

lant de poliester datorita impiedicarilor sterice.

HO OH

H,C ‘OH\ 44

Figura 1V.30. Reprezentarea modului de fragmentare a speciilor de tip [PHB-B-CD+Na]"

O alta cale de fragmenatre specifica speciilor de tip [PHB-B-CD+Na]" este pierderea de 44 Da.
O posibila explicatie pentru aparitia acestui fragment este clivajul legaturii C-C indicate in figura
IV.30.. Se poate observa deasemenea si clivajul legaturii esterice C-O acil prin rearanjari de H 1,3

avand ca rezultat pierderea Am = 86 Da.
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Capitolul V. Aplicatii ale ESI — MS cuplata cu tehnici de separare cromatografice in analiza
copoliesterilor

V.3.1. Caracterizare copolimerilor DDBL prin LC MS

Reactia de deschidere de ciclu a BL in prezenta DD a avut ca rezultat un amestec complex de
specii oligomerice. Din punct de vedere teroretic o astfel de reactie poate conduce la homopolimeri pe
de o parte si la copolimeri pe de cealalta parte. Deoarece temperatura de reactie este relativ ridicata, pe
langa formarea de specii de PHB initiate de acidul 12-OH dodecanoic, se mai pot forma si specii
copolimere rezultate in urma eventualelor reactii de copolicondensare sau transesterificare intra si
intermoleculara a lanturilor de polimeri deja formate. In consecinta, caracterizarea amestecului de
reactie a fost realizata prin LC MS.

O prima abordare din punctul de vedere al tehnicii cromatografice a fost separarea in conditii
similare cromatografiei lichide la punctul critic de adsorbtie [156-163]. Pseudo-LCCC este
independenta de masa depinzand doar de eterogenitatea chimica in cazul polimerilor de functiunile
capat de lant. In conditiile LC aplicate amestecul de reactie a fost separat in 6 fractii (figura V.3.)
descrise in continuare.

Pe intervalul RT = 1,3 — 1,6 min au fost eluate speciile de homopolimeri PHB. Spectrul MS
insumat pe perioada de elutie demonstreaza continutul in polimeri de tip PHB cu capete OH si COOH
(PHB-A) impreuna cu specii de PHB terminate in acid crotonic si COOH (PHB-B). Picurile
corespunzatoare din spectrul ESI MS prezinta o succesiune caracteristica de 86 Da cu picul de baza
situat la 729 Da. De asemenea se pot remarca si 0 serie de picuri corespunzand speciilor aduct cu doua
sarcini. Speciile ionice observate in spectru sunt preponderent sodiate dar pot fi observate specii
ionizate cu amoniu sau protonate. O a doua fractie cromatografica cuprinza intre 1,6 si 2 min contine
de fapt doua tipuri de lanturi oligomerice. Spectrul obtinut nu este unul pur deoarece homopolimerii de
tip PHB au o perioadade de elutie mai indelungata suprapunandu-se peste speciile de copolimeri de tip
DDBL avand o unitate monomera de DD si un numar variabil de unitati monomere de BL. Coelutia
PHB cu speciile copolimere DDBL produce o scadere a eficientei de ionizare a ambelor specii
semnalata de scaderea brusca in intensitate a TIC in regiunea RT = 1,6 min. Speciile ionice observate
sunt cuprinse intre m/z = 325 si 1271 corespunzand copolimerilor DD;BL, cu n avand valori cuprinse
intre 1 si 12. Cea de a treia fractie eluata intre RT = 2,0 — 2,4 min contine copolimeri DDBL cu doua
unitati DD.
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Figura V.3. Separarea cromatografica a copolimerilor DDBL cu detectie ESI MS

In mod similar speciilor de tip DD1BL, este insotita de specii avand 0 masa mai mica cu 18 Da.
Spectrul de masa indica elutia speciilor de tip DD,BL,, cu n cuprins intre 0 si 11. Celelalte fractii 4, 5 si
6 contin specii DDBL cu numar crescator de unitati monomere de tip DD. Numarul redus de picuri
observate in spectrele de masa se poate explica prin cresterea preponderentei unitatilor comonomere de

tip DD. De altfel se poate observa si din alura TIC faptul ca odata cu cresterea numarului de unitati DD
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are loc o scadere in intensitate. Probabil ca monomerii DD avand o polaritate usor redusa in comparatie

cu BL nu favorizeaza procesul de ionizare ESI.

Figura V.4. Reprezentare 3D a spepararii pseudo-LCCC a copolimerilor de tip DDBL

Separarea cromatografica a amestecului de reactie a avut loc printr-un mecanism de retentie
specific. Astfel, componenta DD din amestec sufera o adsorptie mult mai pronuntata decat scpeciile de
tip BL conducand la o separare de tip pseudo-LCCC. In general, LCCC utilizeaza elutia izocratica la
anumite temperaturi. In cazul de fata elutia a fost realizata in gradient de solventi, utilizanduse drept
cosolventi THF si AcN. THF poate soubiliza atat homopolimerii PHB cat si copolimerii DDBL. In
schimb AcN solubilizeaza doar PHB sau secventele de 30H-butirat din componenta copolimerilor
DDBL. In aceste conditii, utilizand un gradient pornind de la continut mare de AcN se observa ca
homopolimerii PHB sunt eluati in bloc, netinandu-se cont de masa moleculara a acestora pentru ca mai
apoi sa fie eluate speciile DD intr-o ordine crescatoare. Acest experiment ofera rezultate similare cu
cele obtinute in cazul separarilor combinate de tip SEC-LCCC dar prezinta avantajul ca se utilizeaza o
singura coloana. Speciile eluate care au putut fi observate in conditiille LC ESI MS ating o masa
moleculara maxima de 1600 in cazul PHB si 1400 in cazul speciilor de copolimeri. Observarea

categoriilor de copolimeri in functie de numarul de unitati DD continute faciliteaza descrierea
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amestecului de reactie. Modul de elutie al amestecului de reactie poate fi mai usor observat din punct
de vedere intuitiv cu ajutorul proiectiilor tridimensionale in care o dimensiune este reprezentata de m/z,
a doua dimensiune timpul de retentie si cea de a treia dimensiune este intensitatea picurilor MS (figura
V.4).

V.3.3. Caracterizare copolimerilor DDBL prin MS/MS

Distributia comonomerilor in copolimerii de tip DDBL obtinuti prin reactia de deschidere de
ciclu a B-BL in prezenta acidului dodecanoic este in mod probabil de tip random datorita reactiilor de
transesterificare intermoleculara. Modul de inlantuire a untitatilor monomere poate fi studiat prin
MS/MS. Spectrul de fragmentare al oligomerilor DD;BL 3 este prezentat in figura xx.

Fragmentarea are loc prin clivajul legaturilor esterice prin rearanjari de H 1,4 in mod similar
poliesterilor prezentati in capitolul 1. Diferentele care apar in interpretarea spectrului sunt cauzate de
prezenta a doua tipuri de unitati monomere. Astfel, daca in cazul homopolimerilor seriile de picuri care
apar sunt datorate doar functiunilor capat de lant, in cazul copolimerilor seriile de picuri fragment se
multiplica pe de o parte datorita simplei prezente a unitatii comonomere si pe de alta parte datorita
alternantei diferite a comonomerilor in catena de baza. Pentru a exemplifica acest lucru a fost supusa
fragmentarii o molecula relativ simpla, continand doar o unitate de DD si 3 unitati de BL. In figura

V.10. sunt prezentate tipurile de structuri care pot corespunde ionului parinte cu m/z = 497.

Intens 4110 +MS2(497.0), 39.1-41.1min #1090+#1133
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Figura V.10. Spectrul de fragmentare MS/MS al oligomerilor [DD;BL3+Na]*
Formarea acestor structuri este perfect posibila, in conditiile de obtinere a oligomerilor putand
avea loc reactii de transesterificare. Tinand cont de studiul realizat la capitolul Il privind fragmentarea

poliesterilor de tip PHB, pierderea de 86 Da justifica structuri de tip I, 11 si I11. In acest caz, pierderea
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de 86 Da are loc din capatul carboxilic al polimerilor de tip PHB. O pierdere de 172 Da poate fi
asociata unor structuri de tip I si Il reprezentatand clivajul a doua unitati monomere de BL din capatul
carboxilic al lantului. Observarea unei pierderi initiale de 198 Da ar justifica prezenta unui compus de
tip 1V, totusi intensitatea picului de la 299 Th este mult redusa in comparatie cu celelalte picuri. Pe de
alta parte prezenta picului de la 239 Th este corelata cu fragmentarea unei structuri de tip 1 (239 Da
reprezinta 0 molecula de acid lauric sodiata).

Pierderea neutra de 104 Da (fragmentul avand 393 Da) corespunde pierderii de acid 30H-
butiric si este asociata cu structurile de tip 1, 111 si 1V in timp ce pierderea de 190 Da (fragmentul
avand 307 Da) corespunde unor structuri de tip 111 si 1V,

HO OM
o OH

Figura V.11. Structuri asociate picului MS cu m/z = 497 (DD;BL3)

Fragmentul cu masa de 195 Da (pierdere neutra de acid 30OH-butiric si 0 unitate monomera de
dodecanoat — 104 + 198) marcheaza prezenta unei structuri de tip 11 in timp ce fragmentul cu masa de
213 Da (pierdere neutra de 30H-butirat si 120H-dodecanoat — 86 + 198) corespunde unei structuri de
tip 111, Intensitatile relative ale fragmentelor observate in spectrul MS/MS nu reprezinta 0 masura
cantitativa a speciilor izomere prezente in amestecul analizat acestea depinzand mai degraba de
parametrii cinetici care guverneaza procesele de fragmentare responsabile de formarea fragmentelor in
cauza. Spre exemplu pierderile de comonomerului 120H-dodecanoat conduc la formarea de fragmente

avand o intensitate relativa redusa in comparatie cu pierderile de 30H-butirat.
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Analizele de acest tip pot confirma compozitia copolimerior analizati si totodata faptul ca
distributia comonomerilor este aleatorie. Totusi, odata cu cresterea numarului de comonomeri se poate
remarca o tendinta de copolimerizare bloc si de reducere a numarului de structuri posibile. Spre
exemplu, in cazul speciilor de tip DD,BLs spectrul de fragmentare (figura V.12.) corespunde unei
singure structuri, de tip BLs-DD,-BL.
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Figura V.12. Spectrul de fragmentare MS/MS al oligomerilor [DD,BLg+Na]"

Astfel, pierderea de 86 + 396 Da justifica o structura avand o unitate de 30H butirat si 2 unitati
de 120H dodecanoat, pornnd din capatul carboxilic al catenei de baza. Calea de fragmentare, pornind
din capatul hidroxilic al catenei este complementara si argumenteaza existenta unei secvente de PHB
avand 5 unitati monomere.

Modul de interpretare propus pentru speciile DD,BLg se verifica si in cazul speciilor DD,BLs
dupa cum se poate observa din spectrul MS/MS prezentat in figura V.13. lonii parinte de la 867 Th
sunt fragmentati in doua moduri:

e pornind de la capatul hidroxilic al catenei cand se pierd specii neutre formate din acid
30H butiric (104 Da) si un numar de patru unitati 30OH-butirat (4*86 Da)

e pornind de la capatul carboxilic al catenei se pierd specii continand o unitate de 30H-
butirat (86 Da) si doua unitati 120H-dodecanoat (2*198 Da).

Tinand cont de caile de fragmentare observate se poate presupune ca in catena oligomerilor
DD,BLs comonomerii prezinta o succesiune de forma BLs,-DD,-BL. Pe baza observatiilor facute in

cazul speciilor de copolimeri avand doua unitati DD se poate concluziona ca acestea formeaza diade.
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Figura V.13. Spectrul de fragmentare MS/MS al oligomerilor [DD,BLs+Na]"

Se poate observa si de aceasta data ca procesele de eliminare a fragmentelor neutre continand
120H-dodecanoat conduc la formarea de ioni fragment cu intensitate relativa redusa in comparatie cu
speciile ionice produse prin eliminarea secventelor de 30H-butirat. Probabil ca acest fenomen este
cauzat de procese de fragmentare concurentiale care conduc la detasarea cationlui de sodiu si implicit
la formarea de specii neutre. Secventele de 120H-dodecanoat contin un numar redus de legaturi
heteroatomice si implicit de dipoli pentru 0 anumita lungime a catenei, comparativ cu cele de 30H-
butirat, care sa permita coordinarea cationului de Na. Totodata, procesele de fragmentare sunt catalizate
de cationul de Na iar in procesele de activare colizionala sarcina poate fi detasata daca densitatea
dipolilor care coordineaza sarcina scade sub o anumita limita. Astfel, odata cu cresterea numarului de
unitati de tip DD se poate observa o scadere a intensitatii picurilor fragment. Spre exemplu, speciile
ionice care contin trei unitati comonomere DD, DD3BL3 prezinta un spectru de fragmentare (figura
V.14.) cu doar doua picuri fragment marcand piererea neutra din capatul OH al catenei a unei secvente
de doua unitati BL (104 + 86 Da). Astfel, in conditiile utilizarii Na ca agent de cationizare, observarea
unor profile de fragmentare care sa contina informatii asupra structurii ionului parinte devine dificila

odata cu cresterea numarului de unitati dodecanoat din catena de baza.
0
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Figura V.15. Structura probabila a copolimerilor DDBL
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Experimentele de tip MS/MS efectuate aduc informatii in sensul confirmarii tipului de
monomeri prezenti in catena copolimerilor de tip DDBL. Totodata, se poate evidentia succesiunea
comonomerilor in catena de baza. Astfel, daca in cazul speciilor de copolimeri cu o singura unitate DD
in catena de baza numarul de structuri evidentiate este destul de ridicat, odata cu cresterea numarului de
comonomeri DD se remarca 0 anumita tendinta a cestora de a forma diade. In plus, dispunerea
unitatilor BL prezinta un anumit tipar si anume, o singura unitate BL este legata de capatul carboxilic al
catenei urmata de unitatile DD pe de o parte, iar pe de alta parte, celelalte unitati BL sunt dispuse in

bloc la capatul hidroxilic al catenei (figura V.15.).

Intens +MS2(893.6), 76.0-79.7min #(2061-2154)
x10

— 86.1 —
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Figura V.14. Spectrul de fragmentare MS/MS al oligomerilor [DD3sBL3+Na]*

Reactia de copolimerizare a B-BL cu DD la 70 °C, in masa, conduce la formarea speciilor de
homopolimeri de tip PHB si copolimeri de tip DDBL. Mecanismul probabil de reactie presupune
reactii de tip ROP initiate cu preponderenta de speciile carboxilice ale DD in conditiile de reactie
specificate. Cu toate ca functiunea OH a DD este capabila de a deschide ciclurile de B-BL, studiile
prezentate in literatura (mentionate si pe parcursul capitolului 1V) au dovedit ca initierea produsa de
speciile carboxilice are un randament mult superior celei produse de speciile hidroxilice. Studiile
MS/MS au aratat, in mod surprinzator, ca speciile comonomere DD formeaza diade si triade fara
imixtiuni ale comonomerilor BL. In consecinta se poate presupune ca pe parcursul reactiei acidul
120H-dodecanoic este implicat in reactiile de deschidere de ciclu dar si in reactii de
homopolicondensare. Totodata, gruparea OH a DD este implicata in reactii de condensare cu oligomeri
PHB fapt dovedit de detectia secventelor PHB la capatul OH al catenelor. Moleculele de DD participa

si la reactii de transesterificare. Preponderenta reactiilor de homopolimerizare a B-BL este o alta
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caracteristica a sitemului de reactie fiind evidentiata prin detectia de homopolimeri PHB avand capat de

lant functiuni de tip acid 30OH-butiric sau acid crotonic.

V.4. Analiza copolimerilor pe baza de e-caprolactona si ®-pentadecalactona

In sectiunea urmatoare este abordata caracterizarea copolimerilor CL-PDL sintetizati enzimatic
prin cromatografie lichida cu detectie ESI MS. Copolimerii sunt obtinuti prin e-ROP a PDL initiata de
oligomeri de caprolactona OH telechelici avand prin urmare o inlantuire de tip bloc. Modul de
inlantuire a comonomerilor este demonstrat prin ESI MS/MS.

V.4.1. Caracterizare copolimerilor CL-PDL prin LC MS

Procedura de separare pusa la punct in cazul copolimerilor de tip DDBL afost utilizata si in
cazul copolimerilor CL-PDL. Astfel, separarea diferitelor fractii oligomerice este realizata in functie de
numarul de unitati monomere de PDL si neglijand unitatile comonomere de e-caprolactona.
Cromatograma LC MS prezentata in figura V.16. argumenteaza modul de separare mentionat.

Picul cromatografic eluat in intervalul 1,4-1,6 min este asociat oligomerilor de caprolactona
nereactionati. Produsul comercial (PCL diol) utilizat contine doar un singur tip de oligomeri formati
din lanturi de PCL cuplate prin legaturi esterice. Desi agentul de cuplare este un dietilen glicol (PCL1)
s-a observat si prezenta unor lanturi PCL cuplate prin tetraetilen glicol (PCL2).

Picurile MS care corespund celor doua tipuri de PCL se regasesc in spectrul xxx, in serii
succesive avand un increment de masa de 114 Da. Spre exemplu picul de la 357 Th corespunde unui
oligomer PCL avand doua unitati de caprolactona cuplate prin dietilen glicol (2*114 + 106 + 23) in
timp ce picul de la 331 Th corespunde corespunde unei molecule continand o unitate de caprolactona
esterificata cu tetraetilen glicol (114 + 194 + 23).

In intervalul de timp 1,7 -2,3 min sunt coeluate mai multe tipuri de specii. In spectrul de masa
sumat pe perioada de elutie se remarca un pic la 453 Th care corespunde speciilor de PCL1 ciclice. De
asemenea se pot observa specii de copolimeri PCL1-PDL1 fiind asociate seriei de picuri cu m/z = 369,
483, 597, etc. Aceste specii contin o singura unitate de PDL. Pe langa aceste specii se observa si
copolimeri de tip PCL2-PDL regasindu-se in spectrul de masa la m/z = 457, 571, 685, 799, etc.

Urmatorul pic cromatografic cuprins in intervalul 2,4 si 3,7 min sunt coeluate trei tipuri lanturi
de copolimeri. Picurile cele mai pronuntate din punctul de vedere al intensitatii relative contin specii
initiate de PCL1 avand doua unitati monomere de PDL. Valorile m/z corespunzatoare se regasesc la
609, 723, 837, 951 si 1065 Th. O alta serie de picuri cu increment de 114 Da reprezinta speciile eluate

corespunzand copolimerilor care contin PCL2 avnd in componenta tot doua unitati PDL. O a treia serie
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de joasa intensitate corespunde copolimerilor care contin oligomeri de policaprolactona fara etilen

glicol. Valoarea m/z corespunzatoare acestor picuri este de 521, 735 si 849 Th.
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Figura V.16. Separarea cromatografica a copolimerilor CLPDL cu detectie ESI MS
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Speciile de copolimeri avand in componenta trei unitati comonomere de PDL si PCL1 sunt

eluate intre timpii de retentie 4,3 si 5,2 min. Speciile corespunzatoare au rapoarte m/z caracteristice la
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849, 963, 1077 si 1191 Th. Acesti oligomeri sunt insotiti de PCL2-PDL cu m/z = 938, 1052 si 1166.
Totodata se regasesc si specii fara etilen glicol in componenta avand m/z = 761 si 875. In plus fata de
celelalte fractii aceasta contine si specii ciclice de copolimeri avand in componenta doar homopolimeri
PCL si doua unitati PDL lam/z = 617, 731, 845 si 959.

In ultima fractie se remarca prezenta copolimerilor PCL1-PDL avand patru unitati de PDL la
m/z = 1090 si 1204. Aceste specii sunt coeluate impreuna cu copolimeri ciclici avand trei unitati PDL
lam/z = 972 si 1086 si copolimeri liniari de tip PCL2-PDL la m/z = 1178.

Metoda LC MS aplicata permite diferentierea cromatografica a speciilor de copolimeri in
functie de numarul de unitati PDL din lant. Speciile ciclice sunt coeluate la randul lor la timpi de
retentie mai mari decat omologii lineari. Totodata se observa ca PCL utilizata ca macroinitiator este un
amestec eterogen complicand interpretarea spectrelor.

In plus, analiza a fost efectuata si prin detectie ESI MS in modul negativ. Pentru a facilita

comparatia intre cele doua moduri de detectie spectrele sunt prezentate suprapus in figura V.17.
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Figura V.17. Spectrele LC MS obtinute (a) in modul pozitiv si (b) in modul negativ; in insertie este
marita regiunea m/z = 1170 - 1230
Spre deosebire de spectrele obtinute in modul pozitiv cele colectate in modul negativ reflecta
doar prezenta speciilor de copolimeri rezultate din e-ROP efectuata de homopolimerii PCL. Valoarea
m/z a picurilor prezentate in spectrul MS negativ (figura V.17.(b)) corespunde copolimerilor avand in

componenta un numar variabil de unitati monomere CL si/sau PDL. Spre exemplu in insertia
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prezentata, picurile notate cu A, B, C, D sunt asociate unor copolimeri avand in componenta A (m/z =
1181) 2 unitati PDL si 6 CL, B (m/z = 1193) 3 unitati PDL si 4 CL, C (m/z = 1206) 4 unitati PDL si 2
CL si D (m/z = 1217) 5 unitati PDL si 0 CL. In concluzie, spectrele obtinute in modul pozitiv permit

vizualizarea speciilor initiate de PCL avand pe capatul catenei functiuni hidroxilice si carboxilice.

V.4.3. Caracterizare copolimerilor CL-PDL prin MS/MS

Spectrele MS evidentiaza doar compozitia copolimerilor CL-PDL fara a oferi detalii in ceea ce
priveste modul de inlantuire a unitatilor comonomere. In principiu reactia e-ROP a PDL initiata de
oligomerii OH telechelici ar trebui sa conduca la formarea de copolimeri bloc. Totusi, lipaza poate
cataliza si procese de transesterificare. Pentru elucidarea acestui aspect copolimerii obtinuti au fost
analizati prin MS/MS.

Spectrul MS/MS al copolimerilor CL-PDL compusi din 2 unitati PDL si 2 unitati CL legate prin
dietilen glicol este prezentat in figura V.21. Cele cinci cai de fragmentare observate corespund
modurilor diferite de inlantuire a unitatilor comonomere. Procesele care conduc la formarea ionilor
fragment sunt asociate cu scindarea legaturilor esterice din molecula de copolimer.

O prima cale de fragmentare, A, debuteaza cu o pierdere de 88 Da justificata prin clivajul
dietilenclicolului si aparitia fragmentului A1 de la 749 Th. Aceasta este urmata de o pierdere de 114 Da
corespunzand unei unitati de e-caprolactona si formarea ionului fragment A2 la 635 Th. Aceasta cale

de fagmentare corespunde unei structuri a copolimerului CL-PDL de tip 11 (figura V.22.).
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Figura V.21. Spectrul MS/MS al [CL-PDL+Na]* cu masa de 837 Da
Pierderea unei secvente neutre continand dietilen glicol esterificat cu o unitate monomera de
PDL este confirmata de prezenta unei a doua cai de fragmentare. Fragmentul B1 de la 509 Th

corespunde unei pierderi Am = 88 + 240 Da si justifica o structura de tip 1V.
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Picurile C1 si C2 corespund unor structuri de tip 111 avand drept capete unitati monomere de -
CL neesterificate. Acest fapt este confirmat de pierderea neutra de 132 Da corespunzatoare acidului
60H-caproic (C1). Picul C2 este format prin pierderea unei secvente de doua unitati de tip e-CL. In
schimb picul C3 corespunde unei structuri de tip IV si este rezultat din pierderea unei secvente
continand o unitate PDL si doua unitati e-CL.
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Figura V.22. Structuri posibile ale copolimerilor CL,-PDL,

Pierderea de 258 Da echivalenta cu clivajul unei unitati monomere PDL aflata la capatul catenei
este justificata de aparitia picului D1 si corespunde tuturor tipurilor de structuri prezentate in figura
xxx. Urmatorul pic, D2 (339 Th), rezultat din pierderea neutra a unei diade de PDL este observat la un
Am = 258 + 240 Da fata de picul corespunzator ionului parinte. Acest pic corespunde structurilor de tip
Isilll.

O ultima cale de fragmentare observata este cea reprezentata de picul E1 (465 Th)
corespunzatoare clivajului unei secvente formate dintr-o unitate PDL si una e-CL. Astfel, diferenta
dintre picul corespunzator ionului parinte si picul fragment, Am = 258 + 114 Da, justifica o structura de
tip 1.

Studiul prezentat releva o eterogenitate structurala datorata in primul rand izomerilor continuti

de specia initiatoare, policaprolactona OH telechelica.

51



Capitolul V. Aplicatii ale ESI — MS cuplata cu tehinici de separare cromatografice in analiza copoliesterilor
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Figura V.23. Spectrul MS/MS al [CL-PDL+Na]* cu masa de 811 Da
O alta specie supusa fragmentarii este ionul cu masa 811 Da corespunzand copolimerilor CL-
PDL avand o unitate de e-CL si doua unitati de PDL (figura V.23.). Diferenta dintre acesti copolimeri
si cei prezentati anterior consta in structura diferita a oligomerilor initiatori de PCL care contin in loc
de dietilen glicol (88 Da) tetraetilen glicol (176 Da). Aceste specii de homopolimeri au fost detectate si
prin studiile LC MS (notate cu PCL2). Prezenta unitatii de tetraetilen glicol (Am = 176 Da) este
justificata de pierderea neutra care conduce la formarea fragmentului notat cu F1 (635 Th). In mod

similar structurilor propuse in cazul PCL1 prezenta picului F1 confirma o structura de tip I1.
Picul G1 marcheaza prezenta capetelor de lant de CL fiind situat la o diferenta de masa fata de

ionul parinte Am = 132 Da. Prezenta acestui pic confirma o structura de tip I11.
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Figura V.24. Spectrul MS/MS al homopolimerilor [PDLs-H]
Picul Hleste format prin pierderea unei unitati PDL capat de lant fiind identificat la Am = 258

Da. Urmatorul pic din seria H, H2, este situat la Am = 258 + 240 Da si corespunde pierderii neutre a

52



Capitolul V. Aplicatii ale ESI — MS cuplata cu tehinici de separare cromatografice in analiza copoliesterilor

doua unitati PDL. Picul H3 este format prin pierderea suplimentara fata de H2 a unei unitati de e-CL
(Am = 258 + 240 + 114 Da) confirmand o structura de tip I1.

Spectrele MS/MS obtinute in cazul speciilor ionice produse in modul negativ (figura V.24.)
confirma structurile ionilor observati in etapa de MS. Astfel, in cazul homopolimerilor PPDL rezultati
din e-ROP initiata de eventualele urme de apa din reactie sau in urma reactiilor de transesterificare
catalizate enzimatic se observa un spectru de fragmentare tipic acestor polimeri. Pierderile succesive cu
Am = 240 Da au loc prin clivajul legaturilor esterice dintre unitatile monomere de PDL pornind din
capatul carboxilic al catenei, dupa cum se poate observa din spectrul MS/MS prezentat in figura V.24.
obtinut in cazul oligomerilor avand patru unitati monomere. Calea alternativa de fragmentare, pornind
din capatul hidroxilic al catenei este mult mai putin reprezentata, picul situat la Am = 258 Da fiind
unicul reprezentant.
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Figura V.25. Spectrul MS/MS al copolimerilor [CL,-PDL;-H]

Spectrul MS/MS (figura V.25.) obtinut in cazul speciilor continand doua unitati e-CL si 0
unitate PDL, [CL,-PDL;-H], confirma faptul ca procesele de fragmentare au loc predominant la
capatul carboxilic al catenei. Astfel, se observa pierderi neutre asociate unitatilor monomere fie de -
CL (Am = 114 Da) fie de PDL (Am = 240 Da). Structurile corespunzatoare ionului parinte cu m/z =
485 variaza in functie de pozitionarea monomerului PDL. Astfel, pierderile succestive de 114 Da
justifica o diada de unitati e-CL la capatul carboxilic in timp ce pierderea de 240 Da urmata de o
pierdere de 114 Da justifica prezenta PDL la capatul carboxilic. Totodata se observa intercalarea PDL
intre cele doua unitati e-CL. Prezenta acestor specii sugereaza faptul ca au avut loc reactii de

transestrificare.
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Concluzii generale

(A) Poliesterii obtinuti prin reactia de deschidere de ciclu a esterilor ciclici au fost caracterizati
prin spectrometrie de masa cu ionizare MALDI si ESI dar si prin tehnici clasice precum RMN si GPC.
Spectrele de masa obtinute in cazul oligomerilor de PLA si PCL au fost obtinute cu ajutorul
instrumentului ESI QTOF in timp ce in cazul probelor de PHB au fost utilizate trei spectrometre de
masa diferite atat ca metode de ionizare (MALDI si ESI) cat si ca detectie (MALDI TOF, ESI TOF si
ESI IT). Se remarca faptul ca indiferent de detaliile de constructie ale aparaturii utilizate rezultatele
obtinute sunt similare. Probele au fost caracterizate la nivelele MS si MS". In toate cazurile spectrele de
masa furnizeaza informatii din punct de vedere calitativ permitand evidentierea speciilor prezente in
probele analizate atat din punctul de vedere a unitatilor monomere cat si al functiunilor capat de lant.
Studiile de fragmentare efectuate atat in modul pozitiv cat si in cel negativ confirma calculele teoretice
efectuate in asocierea structurii picurilor observate in etapa de MS. In cazul oligomerilor PCL
succesiunea picurilor in MS/MS este corelata cu pierderea de unitati monomere de caprolactona cu
masa de 114 Da. In cazul PLA si PHB picurile fragment se succed cu 72 Da si 86 Da, valori
corespunzatoare unitatilor monomere caracteristice. Functiunile capt de lant identificate in cazul PCL,
PLA si PHB-1 sunt grupari hidroxilice sau carboxilice. Procesele responsabile de formarea ionilor
fragment sunt in toate cazurile analizate scindari ale legaturilor esterice prin rearanjari de H 1,4 de tip
McLafferty. Utilizarea ionilor parinte de tip diferit conduce la imbogatirea informatiilor obtinute din
analiza proceselor de fragmentare. Probele de PHB-3 analizate care prezinta o anumita eterogenitate a
capetelor de lant au fost utilizate pentru a demonstra utilitatea varierii cationilor utilizati in formarea
ionilor parinte. Rezultatele obtinute prin MS? si MS® evidentiaza un anumit grad de similaritate in
procesele de fragmentare induse de sarcina in cazul ionilor Na* si Li* pe de o parte si a ionilor H" si
NH;" pe de cealalta parte. Fragmentarea ionilor parinte amoniati sau protonati permite o evidentiere
mai clara a capetelor de lant OH si COOH datorita pierderilor caracteristice moleculei de apa (- 18 Da).
Acest fapt are o importanta deosebita in decelarea capetelor de lant de tip carboxilic si acid crotonic.

(B) Reactia de polimerizare a e-CL si D,L-LA conduce la formarea de oligomeri o-
azofunctionali cu structura bine definita si polidispersitate redusa daca este sa luam in considerare
valorile maselor moleculare medii obtinute prin MS.

In urma anlizelor efectuate se observa ca reactia de polimerizare are loc prin aditia lactonelor la
gruparea hidroxilica a DR prin clivajul selectiv al oxigenului acilic din ciclul de lactona rezultand o

grupare esterica. Reactia de polimerizare nu este cantitativa. Se observa atat in cazul DRCL cat si al
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DRLA o limita a numarului de unitati monomere (n = 6-7) luand in considerare picurile MS cu
intensitate maxima care reflecta speciile predominante in distributia lanturilor oligomerice. Acest fapt
poate fi pus pe seama reactiilor de transesterificare. Pe langa transesterificarile intramoleculare au loc si
transesterificari intermoleculare clar evidentiate cu precadere in cazul polimerizarii D,L-LA.

Metodele de caracterizare MALDI si ESI au oferit informatii pretioase in studiul polimerilor
sintetizati. Caracterizarea prin cele doua metode a oferit rezultate similare in conditiile in care MALDI
MS este utilizata preponderent in cazul sistemelor macromoleculare cu masa mai ridicata comparativ
cu polimerii prezentati in aceasta lucrare. Studiile de fragmentare ESI MS/MS au adus argumente
solide in favoarea ipotezelor asupra structurii polimerilor sintetizati.

Ca o concluzie, se observa ca prepararea oligoesterilor alifatici azofunctionali conduce la
obtinerea de produsi bine definiti din punct de vedere structural. Oligomerii sintetizati vor fi mai
ulterior caracterizati din punct de vedere al comportamentului termic si al cristalinitatii si in ultima faza
va fi testata aplicabilitatea lor din punctul de vedere al proprietatilor optice.

Functiunea DR19 este capabila sa initieze polimerizarea prin deschidere de ciclu a esterilor
ciclici, iar oligomerii rezultati constituie un amestec in care functiunea azo este legata fie de capatul
catenei, ca si in cazul produsilor DR1CL, fie este intercalata in catena de baza a oligomerilor de
caprolactona. Prezenta celei de a doua grupari hidroxilice conduce la formarea de oligomeri OH
telechelici care pot fi mai departe utilizati in reactii de copolimerizare condensativa si nu numai.

Caracterizarea unor astfel de amestecuri este dificil de realizat prin tehnici clasice precum
RMN. De fapt, spectroscopia RMN nu poate aduce informatii cu privire la structuri ramificate de tipul
celor considerate in studiul de fata. Astfel, utilizarea spectrometriei de masa devine imperativa in
descrierea structurilor de acest tip. Cuplare detectiei MS cu tehnici de separare precum LC permite
identificarea structurilor izomerice. Pe de alta parte, diferentierea unor structuri macromoleculare
ramificate de structurile liniare asociate poate fi realizata si prin tehnici de fragmentare de tip MS/MS.
Avantajul utilizarii fragmentarii asupra tehnicilor de separare consta in usurinta si rapiditatea realizarii
unor astfel de experimente. Informatiile furnizate prin fragmentare sunt doar de ordin calitativ si in
mod evident pentru obtinerea de informatii cantitative este necesara tehnica HPLC cu detectie UV-VIS.

Pe langa elucidarea structurii compusilor azofunctionali, studiul de fata propune pentru intaia
oara un mecanism de fragmentare de tip CER in cazul oligomerilor de caprolactona. Aceste procese
sunt in premiera asociate cu structuri poliesterice ramificate permitand identificarea acestora.
Producerea unor astfel de fragmentari specifice este conditionata de tipul de sarcina utilizata precum si
de factori de ordin steric. Studiul de fata evidentiaza efectul pozitiv asupra CER exercitat de ionii de Li

in comparatie cu cei de Na. Acest fapt este in deplina concordanta cu observatiile din literatura de
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specialitate realizate in cazul di- si tri-acil glicerolilor. In perspectiva, fenomenele de tip CER la nivelul
poliesterilor, vor fi studiate si prin metode de chimie computationala.

(C) Studiul prezentat confirma posibilitatea obtinerii derivatilor de B-CD prin reactia de
deschidere a esterilor ciclici in prezenta sparteinei. Reactia are loc in masa sau in solutie la 50 °C. In
conditiile polimerizarii in masa se obtine o cantitate importanta de B-CD libera precum si
homopolimeri de PHB in timp ce polimerizare in solutie permite o transformare toatala a -CD.
Formarea speciilor PHB-B-CD implica un mecanism de initiere/propagare in care monomerul este
activat prin incluziunea in ciclodextrina iar deschiderea esterilor ciclici este realizata de gruparile OH
activate de sparteina. Reactiile secundare de degradare a polimerilor formati impiedica cresterea
gradului de polimerizare si conduce la formarea de homopolimeri PHB ca produsi secundari de reactie.

Aplicabilitatea sistemului CD/SP in ROP a esterilor ciclici este demonstrata si de faptul ca ROP
a BL poate fi realizata si in prezenta a- si y-CD. De asemenea ROP a e-caprolactonei poate fi realizata
in prezenta a-CD studiile MS confirmand formarea de ciclodextrine esterificate.

Structura compusilor obtinuti a fost determinata prin LC MS complementata de spectroscopia
RMN. Spectrometria de masa MS/MS permite confirmarea structurala la nivel molecular. Derivatii
sintetizati pot fi descrisi ca ciclodextrine esterificate cu lanturi scurte de PHB (3 unitati monomere per
lant). Atasarea a mai mult de un lant per molecula de 3-CD trebuieste considerata in cazul unor reactii
similare. Modul de fragmentare al ciclodextrinelor esterificate, in conditiile CID, este in mod clar
influentat de tipul de cation implicat in formarea speciilor aduct supuse fragmentarii. Astfel, speciile
sodiate sunt fragmentate cu precadere la nivelul legaturilor esterice in timp ce speciile protonate sunt
predominant scindate la nivelul legaturilor semiacetalice in functie de gradul de substitutie al CD.
Acest fapt este confirmat de studiile de fragmentare a ciclodextrinelor esterificate cu acid acetic.

(D) Copoliesterii sintetizati prin transesterificarea BL cu acid 120H-dodecanoic sau prin e-ROP
a m-pentadecalactonei initiata de oligomeri de policaprolactona hidroxitelechelici au fost caracterizati
la nivel molecular prin ESI MS cuplata cu diverse tehnici cromatografice. Metoda originala de separare
cromatografica in conditii pseudo-LCCC, ofera o imagine de ansamblu asupra naturii componentelor
amestecurilor rezultate din sinteza. Criteriul de separare ia in considerare numarul de unitati
comonomere cu polaritate redusa. Desi au fost evidentiate doar fractiile cromatografice cu masa
moleculara redusa, informatiile obtinute permit identificarea speciilor rezultate din sinteza.

Metoda ESI MS in modul pozitiv deceleaza majoritatea speciilor prezente in reactie in timp ce

detectia in modul negativ evidentiaza doar lanturile terminate in functiuni carboxilice. In cazul sintezei
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CL-PDL detectia in modul negativ favorizeaza identificarea produsilor secundari de reactie precum
homopolimerii PDL.

Studiile MS/MS confirma structura speciilor detectate in etapa de MS si reflecta secventele de
comonomeri si posibilele tipuri de structuri caracteristice copolimerilor sintetizati. In cazul
copolimerilor DDBL se remarca o serie de structuri posibile in care blocuri de BL sunt legate de diade
si triade de DD indicand o preferinta a DD pentru reactii de co-condensare in timp ce secventele de BL
sunt predispuse reactiilor de transesterificare. In cazul copolimerilor CL-PDL studiile de fragmentare
releva structura speciilor de macroinitiatori care au participat la formarea copolimerilor.

In urma rezultatelor obtinute in cazul copolimerilor considerati se poate stabili un protocol de
abordare a caracterizarii acestui tip de probe prin spectrometrie de masa. Intr-o prima faza este necesara
determinarea masei polimerilor prin SEC cu detectie in paralel prin indice de refractie si MS urmata de

caracterizarea calitativa a fractiilor de masa mica prin LC si confirmarea structurala prin MS/MS
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