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Introducere Generala

Scopul acestui studiu a fost sinteza, caracterizarea si modelarea moleculard a unor
biopolimeri de acid polilactic, polietilen glicol si polipropilen glicol.

Aceasta teza cuprinde trel capitole. Primele doua capitole cuprind studii asupra acidului
polilactic. Primul capitol Tncepe cu o introducere despre biopolimeri si continua cu o sectiune
experimentald care descrie sinteza enzimatica a acidului polilactic.

Al doilea capitol a tezei cuprinde studii computationale asupra acidului polilactic,
cuprinzand cinci sectiuni. Primele trei prezinta rezultate computationale pe unitati decamerice de
acid polilactic: investigarea posibilelor forme de structuri secundare; o analizd Ramachadran a
geometriilor optimizate ale unor decameri de acid polilactic, comparatia cu structura PLA unica
propusa de DeSantis; interactiunile supramoleculare inter-catenare dintre unitatile polilactice. A
patra sectiune rezuma datele de literatura privind analiza vibrationala a acidului polilactic si
continua cu predictii spectroscopice ae elementelor de structura secundara ale acidului polilactic.
Ultima sectiune prezintd rezultatele studiului interactiunilor acidului polilactic cu suprafete
bioceramice.

Al treilea capitol prezinta datele de literatura privind studiile de spectrometrie de masa ale
polietilen glicolului si polipropilen glicolului precum si studiul disocierii induse prin coliziune in
sursa al polieterilor cationizati cu metale alcaline.

Teza se termind cu un capitol de concluzii generale si multumiri.

Cuvinte cheie: acid polylactic, Candida Antarctica lipase B, modelare moleculara, semiempiric,
DFT, analiza vibrationald, dinamicd moleculara, polietilen glicol, polipropilen glicol, disociere

indusa prin coliziune n sursa
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.2 Sinteza enzimatica a acidului polilactic

Au fost studiate reactiile de polimerizare enzimatica ale acidului lactic (Schema 1.1).
Reactiile au fost executate in prezenta lipazei B de Candida Antarctica (Novozym 435). Pentru
optimizarea conditiilor de reactie, au fost studiafi urmatorii parametri: efectul solventului,
concentratia substratului, temperatura si timpul de reactie. Structura produsilor a fost investigata
prin metode IR, RMN si MALDI-TOF.

GHs (n H,0
nH—O—Cli—(I%—OH +o C— C+OH
H O W

Schemal.1. Reactia de polimerizare enzimatica a acidului polilactic

1.2.1 Rezultate si discutii

1.2.1.1 Sinteza

30 mg de enzima Novozyme 435 au fost adaugate la 1 ml de solutie continand 500 mM,
1000 mM si 1500 mM acid L sau DL lactic si diferiti solventi. Reactia a avut loc Th microtuburi
de 1.5 ml la 40 °C si agitare (300 rpm). Solventii folositi au fost hexan si cloroform. Dupa

Tndepértarea enzimei solventul afost evaporat si s-a efectuat o spélare cu toluen.

Efectul temperaturii

Temperatura este un alt factor care influenteaza stabilitatea enzimei. S-a efectuat un
studiu pentru determinarea temperaturii optime a activitatii enzimei. Sinteza a fost efectuata la
temperaturi de 30°C, 40° si 50°C. (Figural.l)
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Figural.l. Efectul temperaturii asupra sintezei PLA

1.2.1.2. Analiza structurala
Sudii IR

Figura |.2. Spectrul IR a acidului poli(L-lactic) prezinta spectrele IR ale acidului poli(L-
lactic). Benzile intense de la 2997.58, 2953.69 si 2855.14 cm™ sunt atribuite deformérii CH.
Aceste benzi sunt atribuite modurilor de deformare asimetrici ale —CHs, -CH. Tn spectrele IR
regiunea de alungire C=0 este la 1748.12 cm™*. Banda de la 1363.29 cm™ se datoreazi deformarii
—CHs. Modul corespunzator alungirii C-OC al gruprii ester apare la 1068.23 cm™.
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Figural.2. Spectrul IR al acidului poli(L-lactic)
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Sudii RMN

Spectrele 'H NMR ae acidului lactic prezintd doua semnale atribuite CH si CH3 la
4.03 si 1.23 ppm, spectre inregistrate in DMSO-dg; semnalele sunt la 5.17 si 1.46 in cazul
PDLLA si respectiv 4.93 si 1.45 pentru PLLA (Figural.3). Tn spectrul **C NMR rezonantele CO,
CH3 si CH se gasesc la 171,72 ppm, 65,88 ppm si 16,71 in cazul PLLA respectiv 169,02 ppm,
68,75 ppm si 16,41 ppm in cazul PDLLA.

5.0 56 52 48 44 40 36 a2 2B 24 20 16 12 (-] 04 00
1 (pom|

Figural.3. Spectrul *H NMR al acidului poli(DL-lactic)

Analiza MALDI TOF

Spectroscopia de masa MALDI TOF a fost folosita la determinarea maselor moleculare.
Prin intermediul reactiilor enzimatice pot fi preparati doar oligomeri cu masa moleculard mica.
Figural.4 prezinta spectrele de masa MALDI TOF ae acidului poli(DL-lactic) sintetizat Tn hexan
la 40 °C timp de 72 ore. Spectrul este dominat de o serie de picuri intense pe un interval de masa
de la 200 Da pana la 1100 Da corespunzand oligomerilor dopati cu ioni de Na' de tip H[O-
CH(CH3)-CQ],-OH-Na. Dupa cum se poate observa din spectru, valorile lui n variaza de la 3 la
13. Vdorile lui n reprezintd numarul monomerilor. Se observa in spectru semnale cu 22 de unitati
mai mari decat ionii aducti cu sodiu ceea ce Tnseamna ca polimerul examinat are un carboxil

terminal.
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Figural.4. Spectrul MALDI TOF al PDLLA (temperatura de 40 °C, timp de reactie 72 h,
solvent hexan)

1.2.3 Concluzii

Lipaza imobilizatd de la Candida antarctica (Novozyme 435) a fost folosita pentru
catalizarea reactiilor de polimerizare ae acidului lactic. Influenta concentratiei substratului,
solventului, temperaturii si atimpului de reactie au fsot examinate pentru a determina conditiile
optime de sinteza. Cele mai bune rezultate au fost obtinute prin polimerizarea acidului lactic |a 40
°C, in prezenta hexanului timp de 24 h. Polimerizarea acidului DL-lactic conduce la oligomeri cu

0 masa moleculara mai mare comparativ cu a acidului poli(L-lactic).
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I1.2. Studii asupra unitati decamerice de PLA: in cautarea
posibilelor aranjamente de structuri secundare

Acest studiu urmareste structurile rezultate in urma optimizarii geometriilor a patru
structuri secundare de tip helix afa (a, 1 si 310) precum si a unei foi 3. Aceste structuri au fost
construite atét pentru acidul poli(L-lactic) (PLLA) cét si pentru copolimerul sdu respectiv acidul
poli(DL-lactic) (PDLLA). Optimizarile de geometrie au fost realizate atat in vid cét si in solutie
cu gutorul modelului de solvent continuu CPCM implementat n programul Gaussian09.
Calculele semiempirice PM6 au fost realizate cu programele Gaussian09 (notat in text PM6-G) si
MOPAC (notat PM6-M).

I1.2.2. Rezultate si discutii

Figure 0.1 si Figura 0.2 prezinta geometriile optimizate.

Fo¥e w i

a-L-La,, DFT M062x 63114G** a-L-Lay, PME-M B-L-Lay, DFT MO62x 63114G** B-L-Lay, PME-M
r-L-Lay, DFT MO62x 6311+G** n-L-Layg PME-M 3,-L-La,, DFT MOG2x 6311+G"* 3,0-L-Lay, PME-M

Figure 0.1. Prezentarea grafica a geometriilor L-L A1 optimizate prin metode semiempirice
si DFT
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a-Dl-La;; DFT MOG2x 6311+4G** a-DL-La;s PM6E-M B-DL-La;, DFT MO62x 6311+G"* B-DL-Lay; PME-M

S P

r-DL-Lay, DFT MO62x 6311+4G** 1e-Dl-Lays PME-M 3,5-DL-La;s DFT MO62x 6311+G"* 3,5-Dl-La,s PME-M

Figura0.2. . Prezentarea grafica a geometriilor DL-L Ao optimizate prin metode

semiempirice si DFT

11.2.2.1. Energia

Comparand energia calculata pentru PLLA cu energia pentru PDLLA se poate observa ca

valorile Tn cazul PLLA sunt in general mai mici (Tabelul 0.1), ceea ce Tnsemna ca structurile sunt

mai stabile.

Tabelul 0.1. Energiilerelative (kcal/mol) ale structurilor PDLLA, si energiarelativa
obtinuta in urma scaderii energiei decamerului PDLLA din cea a decamerului PLLA.

Metoda —
o-DL-LA1g | m-DL-LA1g | 10s-DL-LA1g B-DL-LAlo DL-L
MM UFF 04 16.2 0.0 2.5 199
PM6-G -2.3 -5.4 0.0 -8.3 -4.6
PM6-M -0.8 20.5 0.0 26.1 2.8
PM6-M solutie 0.8 5.6 0.0 8.9 54
HF/3-21G* 0.2 3.2 0.0 13.2 18.7
HF/3-21G* apa 0.1 04 0.0 35 13.8
HF/6-31G* 0.9 -0.3 0.0 15 28.8
DFT/B3LYP/6-31G* 22.0 23.1 n.a 0.0 -4.7
DFT/M062x/6-31G* 0.9 -4.4 0.0 21.2 8.9
DFT/M062x/6-31G** 1.0 -4.6 0.0 216 8.5
DFT/M062x/6-31G** apa 7.3 7.9 0.0 215 0
DFT/M062x/6-311+G** 16 4.4 0.0 19.6 41.3




I11.2.2.2. Lungimea lanfului

Lungimea lantului decameric a fost masurata intre atomul de oxigen esteric a primului
monomer si atomul de oxigen esteric al celui de-al noualea monomer (numerotarea pornind de la
capatul OH terminal al polilactidei).

Pentru PLLA aceste lungimi sunt prezentate in Tabelul 0.2. Aceste metode pastreaza

lungimea helixului a-L-LAo ntr-un interval de +1.54 comparativ cu structurainitiala.

Tabelul 0.2. Lungimea helixului PLLA

Lungimea helixului(A)

Metoda o-L-LA1g m-L-LA1g 10s-L-LAqg
initial | optimizat | initial optimizat initial optimizat
MM UFF 12.4 12.3 21.6 24.0 16.0 12.1
PM6-G 12.4 12.7 21.6 254 16.0 14.4
PM6-M 12.4 10.9 21.6 24.6 16.0 14.0
PM6-M solutie 12.4 11.4 21.6 245 16.0 12.3
HF/3-21G* 12.4 12.6 21.6 16.7 16.0 12.7
HF/3-21G* apa 12.4 13.8 216 16.2 16.0 n.a
HF/6-31G* 12.4 13.9 21.6 14.2 16.0 14.3
DFT/B3LYP/6-31G* 12.4 13.3 21.6 14.0 16.0 13.9
DFT/M062x/6-31G* 12.4 12.0 21.6 12.1 16.0 12.1
DFT/M062x/6-31G** 12.4 12.0 21.6 12.1 16.0 12.0
_ * %
DFT/M Oif)g’ 6-31G 124 | 123 | 216 126 16.0 125
DFT/M062x/6-

3114+GH 12.4 121 21.6 12.2 16.0 11.4

I11.2.2.3. Interactiuni slabe

Referitor la interactiunile necovalente ce determina o anumita preferintda in ceea ce
priveste tipul de structura secundara din acidul poli(lactic), exista trei tipuri de interactiuni
intramoleculare la care ne putem astepta in ceea ce priveste modelele folosite Tn acest studiu.

Unadin interactiunile slabe poate implica atomul de oxigen al grupérii carbonil si atomul
de hidrogen al catenei principale (CO...(CH)n+1). Distantele CO...(CH)n.1 initiale erau intre 2.75
si 2.904, depasind valoarea de 2.72 A ce reprezintd suma razelor atomice van der Waals pentru

hidrogen si oxigen. Totusi, dupa optimizarea geometriilor aceste distante sunt mai mici de 2.72 A
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pentru toate modelele; valorile medii sunt intre 2.34 A si 2.45 A, implicand interactiuni atractive
chiar si in structura 3 (Tabelele 11.5-8).

Tabelul 0.3. Lungimile CO...(CH)n+1 pentru a-L-LAjo. Valoareainitiald erade 2.78 A
pentru toate distantele.

O--H*| MM |PM6-G| PM6-M | PM6-M | HF HF HF DFT DFT DFT DFT DFT
UFF B3LYP | M062x MO062x M062x MO06/2x
apa | 3-21G* | 3-21G* | 6-31G* | 6-31G* | 6-31G* | 6-31G** | 6-31G** |6-311+G**
apa apa
1-2 2.55 2.34 2.30 2.33 2.37 257 244 241 240 2.39 244 2.39
2-3 2.56 2.28 2.28 2.32 253 257 245 241 249 249 249 248
34 255 | 230 2.30 2.30 2.30 2.58 244 243 241 240 245 243
4-5 259 | 224 2.26 2.28 240 255 244 242 242 241 245 244
5-6 254 | 231 227 2.29 2.30 257 244 242 244 243 244 248
6-7 2.59 2.32 2.32 2.34 245 2.58 244 243 2.46 245 2.46 2.46
7-8 254 231 2.30 2.34 231 261 243 2.39 2.46 245 2.46 2.38
8-9 259 | 230 227 2.38 2.38 2.65 244 2.28 242 242 249 242
9-10 255 | 231 2.30 242 247 273 250 225 2.29 2.29 252 252

4acizii lactici ale caror lungimi CO...(CH)y.1 sunt indicate Tn aceastd coloana

Un parametru interesant de urmarit, din punctul de vedere a definirii elementelor de
structurd secundara, este contactul apropiat CO..(-O-)n+x, reprezentand distantele dintre atomii
de oxigen din grupérile carbonil si atomii de oxigen din grupérile ester. Polimerul de acid
poli(lactic) este similar cu o polipeptida, exceptand faptul ca legaturile peptidice sunt Tn acest caz
inlocuite cu legaturi esterice. Lantul polipeptidic este stabilizat prin legaturi de hidrogen
intramoleculare ce implica atomii peptidici, N(H) si O. Echivalentele acestor distante N---O sunt
prezentate in Tabelele [1.13-16; Tn ciuda acestor interactiuni repulsive la care ne-am putea astepta
n cazul CO---O, aceste distante sunt, chiar si in cazul metodelor DFT precise, la limita sumelor
razelor van der Waals (3.04 A).
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Tabelul 0.4. Lungimea CO..(-O-)n:3 pentru 3;0-L-LA10

CO..(-O-)ns3| Initid | MM [PM6-G|PM6-M[PM6-M| HF HF HF DFT DFT DFT DFT DFT
UFF B3LYP | M062x M062x M062x | MO6/2x
apa 3-21G*| 3-21G* [6-31G*| 6-31G* | 6-31G* | 6-31G** | 6-31G** | 6-311+G**
apa apa
1-4 2.83 3.22 351 344 3.39 311 n.a 345 3.36 3.08 3.09 3.02 3.25
2-5 2.83 3.52 343 3.27 3.36 3.19 n.a 3.47 3.35 311 3.10 3.10 3.24
3-6 2.82 3.25 349 344 341 3.66 n.a 3.50 3.38 314 314 3.10 3.06
4-7 283 | 356 | 347 | 331 | 338 | 334 na 3.52 3.44 3.17 3.17 3.09 3.26
5-8 283 | 318 | 347 | 344 | 339 | 3.26 na 347 332 3.20 321 3.14 3.10
6-9 283 | 371 | 349 | 339 | 342 | 317 na 3.32 322 3.04 3.04 3.14 3.07
7-10 283 | 329 | 348 | 365 | 346 | 347 na 3.56 358 3.10 311 3.06 443

Al treileatip de interactiune necovalenta implica atomii de oxigen ai gruparilor carbonil si

atomii de hidrogen ai gruparilor metil.
in structura initiald a n-L-LAjo distantele CO...(CH3) sunt in jur de 7A (Tabelul 0.5).
Metodele MM si PM6 tind sa conserve aceste distante de nelegaturd, in timp ce HF si DFT le

scurteaza, la mai putin decat sumarazelor van der Waals corespunzatoare.

Tabelul 0.5. Lungimile CO...(CH3)n.3 pentru m-L-LAyo. Valoareainitiald erade 7.11 A
pentru toate distantele.

CO...(CH3)ns| MM |PM6-G| PM6-M [PM6-M|  HF HF HF DFT DFT DFT DFT DFT
UFF B3LYP | M062x | M062x [ M062x | MO6/2x
apa 3-21G* | 3-21G* | 6-31G* | 6-31G* | 6-31G* | 6-31G** | 6-31G** | 6-311+G**
apa apa
1-4 8.03 9.17 8.07 8.10 245 248 3.06 334 2.65 2.66 242 254
2-5 7.86 9.28 8.01 8.06 5.01 491 2.76 2.62 240 240 243 242
3-6 7.99 9.27 8.00 7.96 245 3.77 2.84 2.75 243 242 244 2.46
4-7 8.03 9.27 7.94 7.91 511 249 2.80 2.59 241 241 242 241
5-8 7.87 9.27 7.97 7.93 244 4.88 2.78 2.58 2,52 251 251 257
6-9 7.86 9.33 8.13 8.29 5.10 3.72 2.80 2.64 3.12 311 3.10 2.57
7-10 8.49 9.13 8.04 8.47 243 247 2.69 2.58 254 2.52 2.35 354
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I1.2.3. Concluzii

Datele prezentate aici ilustreaza faptul ca elementele de structura secundara asemanatoare
proteinelor sunt fezabile si pentru structuri decamerice de acid polilactic. Predictiile
computationale aasupra stabilitdtilor relative si detaliile structurale difera semnificativ intre
metodele empirice, semiempirice si ab initio. Chiar si in ceea ce priveste cele doud functionale
DFT, B3LYP si M06-2X, se observa diferente calitative semnificative in cadrul unora dintre
structuri. Aceste observatii subliniaza dificultdtile semnificative Tn predictia structurilor a céror
integritate se bazeaza exclusiv pe interactiuni necovalente slabe. Solvatarea, folosind casi solvent
apa, conduce la o mica alungire a contactelor slabe.

Metodele de nivel Tnalt folosite Tn cadrul acestui studiu conduc la energii similare pentru
structurile a, ™ and 103 cu cean mai favorabila din punct de vedere energetic; aceastain contrast
cu rezultatele obtinute cu metode mai putin precise precum cele semiempirice, care conduc la
diferente semnificative. Energiile relative ae structurilor de acid poli-L si poli-D,L lactic 1l indica
pe primul cafiind mai favorabil din punct de vedere energetic.

Detaliile caracteristicilor structurale determinate prin metode empirice, semiempiricesi ab
initio difera de asemenea Tn unele cazuri. Stabilitdtile relative ale elementelor de structura
secondard din structurile de acid polilactic depind de trei tipuri de interactiuni slabe. Aceste
interactiuni necovalente implica atomul de oxigen a gruparii carbonil si atomii monomerilor
vecini din structura primard, dupa cum urmeaza: (1) atomul de hidrogen a gruparii CH din acidul

lactic, (2) un atom de hidrogen din gruparea metil, si (3) atomul de oxigen a unei grupari ester.
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II. 3. 0 analiza Ramachandran a geometriilor optimizate ale
decamerilor PLA; comparatia cu structura PLA unica propusa
de DeSantis

Conformaia helicald a acidului polilactic a fost analizata de DeSantis si colaboratorii. Ei
au investigat structura de raze X a acidului poli(S-lactic). Acesta conformatie reprezinta un helix
format din zece unitati monomerice formand trei bucle cu axa helixului 2.78 A. Structura propusa
de DeSantis afost optimizata ulterior celor patru structuri decamerice.

Metodele empirice si semiempirice PM6 determina structura DeSantis ca fiind cea mai
putin stabild. Metoda HF determinad foaia B-L-LAjo ca fiind cea mai stabila, fiind urmata de
structura DeSantis. Metodele DFT schimba preferinta: structura DeSantis este determinata ca
fiind cea mai stabilda. Marirea setului de baza de la dublu-zeta la triple-zeta cu functii difuze
maresc diferentele energetice dintre structura DeSantis si celelalte patru structuri, Tn specia n
cazul PDLLA.

Lungimea initiald a lantului este de 18.92 A. Toate metodele alungesc helixul cu 3.48 —
3.78 A. Metodele MM si PM6 genereaza un helix DeSantis a carui lungime este apropiati de -
L-LA1o. Metodele HF conduc lalungimi ae helixurilor mai mari cu 6.2-10.5 A comparativ cu ale
helixurilor a, 1 si 310. Lungimile helixurilor calculate prin metode DFT sunt de asemenea mai
mari cu 10-16 A.

Pe langa structurile secundare bazate pe helixuri a si foi 8, un at motiv structural distinct
este acelain care lantul polipeptidic isi inverseaza directia pe lungimea a doar cativa aminoacizi,
structuri numite ‘turns’. Acestea sunt datorate legaturilor de hidrogen dintre C=0 si N-H. In
cadrul structurilor optimizate din helixuri o, 1 si 310 se stabilesc interactiuni necovalente care
implica atomii de oxigen ai gruparilor carbonil (i) si atomii de hidrogen ai gruparilor metil (i+3).
Acest fapt conduce la concluzia ca intoarcerea 3 poate sa se formeze Tn aceste trei helixuri.

Cele doua metode folosite la optimizarea helixului a conduc la doua tipuri de rezultate
(Tabelul 0.6). Valorile ® si W ae structurilor optimizate HF ale helixurilor o indica un [ turn de
tip I; deviatiile de la valorile ideale sunt mai mari n cazul PLLA. Metoda DFT/M06-2X conduce
laun B turn de tip I11. Vaorile ® si W sunt mult mai apropiate de valorile ideale comparativ cu

structurile optimizate HF.
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Tabelul 0.6. Valorileunghiurilor @ si W ale helixurilor a optimizate prin metode HF
si DFT (valorileinitiale sunt de-58 si -47)

HF 3-21G*

PLLA PDLLA
cDi+1 lui+1 q)i+2 l'ui+2 cDi+1 lui+1 cDi+2 l'ui+2
-95 6 -68 -10 -62 -25 -79 -3
-119 16 -76 3 -62 -33 -100 15
-119 9 -71 -9 -58 -27 -99 6
-105 9 -80 17 -55 -31 -102 19

DFT/MO062x/6-31G**

PLLA PDLLA
cDi+1 lui+1 q)i+2 l'ui+2 cDi+1 lui+1 cDi+2 l'ui+2
-71 -24 -68 -31 -58 -35 -70 -25
-74 -24 -75 -27 -55 -42 -73 -19
-73 -29 -71 -29 -58 -38 -79 -16
-73 -27 -73 -20 -57 -34 -104 -24

Tntoarcerile & pot existain foile B optimizate (Tabelul 0.7). Unghiurile @ si W ale foilor B
optimizate au valori foarte apropiate in ambii acizi polilactici. Vaorile ® si W sunt de -180 si -
70° atunci cand foaia P este optimizatd prin metoda HF. Tn structurile optimizate prin metode
DFT aceste unghiuri isi modifica valorile la-153 si -178.

Tabelul 0.7. Valorile unghiurilor @ si W alefoilor B optimizate prin metode HF si
DFT (valorileinitiale sunt de 180 si 180)

HF 3-21G*
PLLA PDLLA
Diy Wi i, Wi, iy Wi D, Wi,,
-70 180 -71 -180 158 -179 -158 179
-71 -179 -71 -179 158 -180 -158 180
-71 -179 -71 -179 158 -180 -158 180
-71 -180 -71 -180 158 -179 -158 180
DFT/MO062x/6-31G**
PLLA PDLLA
Diy Wi Di., Wi, iy Wi Di., Wi,
-153 -178 -150 -177 156 177 -155 -175
-153 -178 -152 -178 157 -179 -154 -174
-152 -176 -149 -177 157 177 -157 -176
-153 -177 -147 -176 157 178 -156 -179
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I1.4. Interactiuni supramoleculare inter-catenare intre unitati
de PLA

Tn aceasta sectiune sunt prezentate investigatii la nivel molecular ae interactiunilor inter-
catenare slabe implicand unitati PLA, Tntr-o ncercare de strange date fol ositoare pentru predictia

si controlul proprietatilor macroscopice ale materialelor pe baza de PLA.

I1.4.2. Rezultate si discutii

I1.4.2.1. Dimeri perpendiculari

Tn cazul dimerilor perpendiculari s-a efectuat si o rotatie cu 90°. Au fost construite doua
tipuri de geometrii de input; una bazata pe forma canonica si o ata bazata pe monomerii
optimizati HF/3-21G*.

Dimerii o au fost construiti prin translatarea unitétii monomerice cu 2-6 A. Daca cei doi
monomeri sunt situati initial la 2-3 A, directia perpendiculara se pastreaza si in fiecare caz se
stabilesc intre monomeri patru interactiuni slabe. Daca structura initiala este bazata pe monomeri
optimizati se stabilesc doar interactiuni C=O---H(CHgz). Daca optimizarea porneste de la o
structura Tn care cel doi monomeri optimizati sunt in pozitie perpendiculard la o distanta initiala
de4-5 A cele dou unitdti vor deveni aproape paralele iar numarul interactiunilor dintre cele dou3
unitati creste la cel putin sapte (Tabelul 0.8). Diferenta dintre cele doua structuri consta in tipul
interactiunilor. Tn cazul monomerilor aflati la o distantd de 4 A existd o interactiune C=0---H in
plus comparativ cu monomerii aflai 1a5 A, care au in plus o interactiune O(carboxil)---H. Cu cat
interactiunile sunt mai slabe, cu atét structurile sunt mai stabilizate, astfel Tncét structurile
paralele sunt ma stabile cu aproximativ 8 kcal/mol comparativ cu cele ramase perpendiculare.
Per total, fiecare interactiune intermoleculara adauga in jur de 2 kcal/mol la energia de
stabilizare.
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Tabelul 0.8. Energiilerelative, interactiunile slabe si reprezentarile grafice aledimerilor a
perpendiculari (structurainitiald bazata pe monomeri optimizati HF/3-21 G*), rezultata in urma
optimizarilor de geometrie. Sunt prezentate distantele initiale (A) dintre monomeri (inaintea
optimizarilor de geometrie).

Structura initiald bazata pe monomeri optimizati HF/3-21G*

o
-
b

-f;f "
‘:E:ﬂ't g ""iﬁ:;t: *
i .‘,{\' J?*l-v
Distanta _ _ . .. |Lungime|  Reprezentare
A) AE C=0...H(CH) C=0....H(CH3) | Alte interactiuni A) grafics
042-H119 238 | L,
H44-0117 2.48 B x
2 |84 H73-0117 258 | X K
z;x \-fg‘::*
069-H129 2.37 yh - TH
042-H119 2.36 o
H44-0117 244 | Box
3 | 847 X L
H73-0117 2.59 eve
069-H129 2.36
05-H151 2.23 R
H13-0144 2.36 Fof  FF
H18-0171 244 | AEORY
4 |17.58 033-H156 2.59 o %%
H40-0117 2.24 AN
042-H119 2.48 x5
H71-094(hid) | 2.53 | 7~
05-H151 2.29 VR
H7-0180(carb) | 2.53 ST
033-H129 261 | X1, Ay,
5 |16.56| H40-0117 2.16 "X 1\,’54 .
042-H119 2.49 ol
H45-0144 251 | A M T
H72-094(hid) | 2.40 | ~*=
015-H146 235 ¥ v
015-H175 2.55 ST o
H17-0144 247 | /N
H19-0171 261 Y i YA
L s B YO RTI LT 229 | x N 3K
H44-0117 241 g A2
069-H120 2.34 D SR
H81-0108 2.59 :

17




Tn cazul dimerilor situati la 6 A cele dou structuri optimizate sunt total diferite, structura
bazata pe forma canonica ramane perpendiculara (Tabelul 0.9), dar monomerii sunt deplasai si
apar legaturi intre capete. Acestea nu formeaza interactiuni intre oxigenul carboxilic si hidrogen.
Structura care rezultd Tn urma optimizarii monomerilor pozitionati la o distantd de 2 A este
perpendiculard, dar dacd cei doi monomeri sunt la 3 A structura nu este chiar perpendicul ara.
Explicgia constda in numadrul crescut de interactiuni. Doar interactiunile C=O---H(CH) si

C=0::-H(CH3) mentin ansamblul. Energiile de interactiune sunt Tn jurul a 1.5 kcal/mol.

Tabelul 0.9. Energiilereative, interactiunile slabesi reprezentarile grafice
aledimerilor a perpendiculari (structurainitiald bazata pe forma canonica)

Structura initiala bazata pe forma canonica
. WR
.“"*:‘ u:':‘
Distanta Lungime Reprezentare
initiald | AE | C=0..H(CH) | C=O....H(CH,) & prezent
2 (A) grafica
(A)
024-H169 2.48
024-H174 262 | P4 4x
P, & __'*"tdu"
2 7.53 H26-0162 2.33 L R
H31-0135 233 | A~ M 7
033-H147 261 | A
024-H169 2.45 %
024-H174 2.52 P
H26-0162 241 ™ Xy
3 |9.58| H31-0135 2.20 A
033-H142 244 | A WP
051-H173 265 | X
H63-0144 2.45 e
;‘."T ;::?vf.\ x
T’d‘y<-‘, fv —ET hxr‘
6 [11.31 H28-0171 234 | ~yf x
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11.4.2.2. Dimeri antiparaleli

In cazul dimerilor antiparaleli s-arealizat o rotatie cu 180°. Optimizarile de geometrie au
pornit de la structuri bazate pe formele canonice cét si de la monomeri optimizati HF/3-21G*. n
majoritatea cazurilor, convergenta pornind de la forma canonica nu a putut fi atinsa si prin
urmare doar rezultatele pe dimerii proveniti de la monomerii optimizati HF sunt discutate.

Tn urma optimizarii geometriei dimerilor o, se poate observa ca indiferent cét de departe
sunt plasai acesti dimeri (3-5 A), se obtin acelessi rezultate - e raman antiparaeli si energia
relativa precum si lungimile interactiunilor slabe au valori identice. Cele doua unitati sunt
stabilizate prin sase interactiuni slabe; cinci dintre ele sunt C=0-:--H(CHs) si una C=0:--H(CH).
Fiecare interactiune intermoleculara aduce Tn jur de 3 kcal/mol la energia de stabilizare. (Tabelul

0.10).
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Tabelul 0.10. Energiilerelative, inter actiunile slabe si reprezentarile grafice ale
dimerului a antiparale

Structura initiald bazata pe monomerul optimizat HF/3-21G*
. _-a’
!l"'"_‘ 4 .,: «
75 oI 4
B TH
i S &
Distanta Lungime| Reprezentare
) | AE | C=O.H(CH) | C=O...H(CH,) (g) pgraﬁcé
024-H165 2.43 <.
H26-0153 235 | e AT
051-H133 228 | w X O
3 (1824 H53-0126 | 2.30 MK
078-H111 258 | ThNX A
H80-098 2.34 <X I
024-H165 2.43
H26-0153 235
051-H133 228 | LT Ay
4 |18.14 H53-0126 | 2.30 P8l oL
078-H111 | 258 | <L . B,
H80-098 2.34 MR <6
024-H165 2.43 <
H26-0153 235 | v/ %
051-H133 2.28 XL ety
5 [18.14 H53-0126 2.30 “.‘"“;\* ".:1',
078-H111 258 | 4w
‘,""y_{f_ A :.*x_\_
H80-098 2.34 e Gl oy

11.4.2.3. Dimeri paraleli

Structurile paralele au fost obtinute prin translatarea unei unitati decamerice cu 1-6 A.
Monomerii 310 optimizai rdman paraleli daca cele 2 unitati sunt plasate la 1-3 A, dar sunt putin
deplasati unul fata de altul (Tabelul 0.11). Integritatea dimerului este asigurata prin interactiuni
dlabe detip C=0---H(CH) si C=0:--H(CH3). Energia intermoleculara este in jur de 2 kcal/mol in
fiecare caz. Pe de alté parte, prin cresterea distantei la4 A interactiunile sunt mai numeroase iar

deplasarea celor doi monomeri nu mai este chiar atét de vizibila.
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Tabelul 0.11. Energiilerelative, inter actiunile slabe si reprezentarile grafice ale dimerului
paralel 350 (structurainitiald este bazata pe monomeri optimizati HF/3-21 G*)

Structura initiald bazata pe monomeri optimizati HF/3-21G*

< <

f,._: 1._%
Distanta (A) | AE C=0...H(CH) C=0....H(CHs) Lungime (A) Reprezentare
015-H146 2.69 R
H17-0117 2.41 ek o H
042-H151 2.28 .
1 11.77 H54-0144 2.39 U R P
069-H182 2.51
H81-0171 2.51 o i
042-H151 2.55 :
H44-0144 2.40
H45-0117 2.62 A Tk
2 12.47 069-H175 2.43 e W
069-H183 2.55
H71-0153 2.57
H44-0117 2.37 v
069-H151 2.16 >
3 11.95  H76-0144 2.33 A QB
078-H183 2.45 %2
H80-0171 2.62 ' {
H17-0117 2.41
042-H151 2.47 i Aoy
H46-0117 2.70 Tal i
e
4 14.9 H49-0144 2.65 x ¥ G
H54-0144 2.55 i~ T
069-H151 2.70 SR i
H76-0153 2.29
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Tabelul 0.12. Energiilerelative, inter actiunile slabe si reprezentarile grafice ale dimerului
paralel 3o (structurainitiala bazata pe forma canonica)

Structura initiald bazata pe forma canonica
Distanta _ _ . .. [Lungime|  Reprezentare
A) AE C=0...H(CH) C=0....H(CH3) | Alte interactiuni A) grafics
015-H119 2.51 v 208
Ll 3000
2 5.86 H45-0117 2.45 L& Y 2
A »‘rh:r ,alr;)c.\
H71-0144 2.51 X T
024-H138 2.45 ?
051-H133 2.49 oy
051-H165 2.49 a5 Q% W
H58-0126 2.24
r gt ..,-k\ d
3 24.11 H63-098 > 20 o e
078-H186(carb) | 1.71 1 /o
H80-0185(carb) | 2.56 7 A AT
H90-0153 2.33
024-H138 2.45 <
051-H133 2.49 2 LT 5
051-H165 2.49 B
H58-0126 2.24 Aoty X
» M‘
4 24.11 H63-098 2.40 ,;.-) PN
078-H186(carb) | 1.71 *,,:, e
H80-0185(carb) | 2.56 At S
H90-0153 2.33
H22-0162 2.33 & 5
;»‘_ v .{*r*
» "' St
5 9.56 024-H137 2.40 SR ~ gl
A A ATACT ]
H26-0135 2.33
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Monomerii 31 bazati pe forma canonica plasatd la 2-4 A isi mentin orientarea parael3,
dar cele doua molecule sunt deplasate unafaa de alta. Cand monomerii se afla la o distantd de 1-
3 A gruparile carbonil ale primei molecule se departeaza fati de a doua moleculd. Gruparea
carboxil este de asemenea implicatd Tn interactiuni inter-monomer. Geometria optimizatd este
exact aceessi atunci cand cei doi monomeri sunt plasati la 3 si 4 A si toti parametrii au aceleasi
valori. Geometria obtinuti pornind de la monomerii la 5 A nu mai este paraleld: conexiunea se

formeaza doar la capetele monomerilor. (Tabelul 0.12)

I1.4.3. Concluzii

Dimeri perpendiculari
Optimizarile helixurilor a, m, 350 plasate la 2.5-3 A conduc la structuri perpendiculare

diferite de dimerii de plecare. Geometriile obtinute la optimizarea helixurilor 350 sunt
perpendiculare. Optimizarea dimerilor  perpendiculari conduce o singura datd la o directie
perpendiculard (4 A). Structura descrisd de DeSantis nu conduce la dimeri perpendiculari. n
cazul dimerilor a si DeSantis structurile cele mai stabile sunt paralele. Tnsi in cazul dimerilor ,

310 Si B geometriile cele mai stabile nu sunt nici paralele, nici perpendiculare.

Dimeri antiparaleli

Optimizarea geometriei unitatilor plasate antiparalel conduce la structuri antiparalele.
Acest lucru este dovedit pentru toti cei cinci dimeri. Se poate afirma in mod clar ca structurile
antiparalele sunt cele mai stabile atunci cand distantele dintre unitéti sunt de 2-4 A. Energiile
intermoleculare sunt Tn jur de 0.7 kcal/mol dacd monomerii 330 sunt pozitionati la 1.5-3.5 A.

Cealalta interactiune intermoleculara adauga in jur de 3 kcal/mol la energia de stabilizare.

Dimeri paral€li

Optimizarile de geometrie pornind de la monomeri o optimizati Tn prealabil au condus la
structuri paralele indiferent cat de mare era distanta de plecare dintre molecule. Doar structurile
a, bazate pe forma canonica, aflate la 1-3 A se mentin paralele. Structurile cele mai stabile se
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formeaza atunci cand monomerii optimizati Tn prealabil sunt plasati la 3-4 A. Tn acest caz energia
intermoleculara este de 3.34 kcal/moal.

Vaorile energiilor relative obtinute prin optimizarea monomerilor 1 sunt foarte apropiate.
Este deci foarte dificil s& se determine care geometrie este cea mai stabild. Energiile
intermoleculare depind de structura de plecare. Dimerii optimizati ai structurii bazate pe forma
canonica prezinta mai multe interactiuni intermoleculare, dar energiaintermoleculara normalizata
per interactiune este mai mica (~2 kcal/mol) decét in cazul in care structura de plecare este bazata
pe monomerul optimizat HF. Tn nici unul din cazuri dimerii optimizati nu vor avea structuri
paralele; monomerii T, bazati pe forma canonica, amplasati paralel se intrepatrund.

Dimerii optimizati contindnd monomeri 330 raman paraleli daca cele doua unitati sunt
amplasate la 2-3 A, independent de structurile de plecare, dar sunt deplasati unul fata de altul.
Structura cea mai stabila este obtinuta atunci cand monomerii bazati pe forma canonica sunt la o
distantd de 3si 4 A, iar energiaintermoleculard ‘per-interactiune’ este de 3 kcal/mol.

Optimizérile de geometrie pentru monomeri mai apropiati de 1 A nu au mers bine. Daci
structura de plecare este bazata pe un monomer optimizat HF, structura obtinutd este paralela.
Dimerii incoldciti au fost obtinuti din monomerii bazati pe forma canonica.

Structura cea mai stabila a fost obtinuta atunci cand monomerii structurii optimizate

descrise de DeSantis se afld la 3 A, dar orientrile initiale ale monomerului nu au fost mentinute.

24



I1.5. Predictii spectroscopice ale elementelor de structura
secundara ale PLA

Parametrii spectroscopici pentru helixuri (o, m, 103) si foi B, au fost estimati ntr-o
incercare de contribui la eforturile noastre curente de sinteza si caracterizare a unor derivati de
acid poli(lactic). Metodele testate aici includ DFT (M062X/6-31G*, M062X/6-31G**,
MO062X/6-31G** solvatat) aplicate pe baza unor criterii de convergenta standard asa cum sunt ele
definite in Gaussian 09. Parametrii spectrali au fost invocati folosind comenzile Freq si NMR. Tn
ceea ce priveste importanta solvatérii, aceasta a fost estimata prin compararea valorilor calculate

Tnapa (casi limitad a unui mediu foarte polar) si vid (ca si limita a unui mediu complet nepolar).

I1.5.3. Rezultate si discutii

n-L-layg

"

DeSantis_LA,q

a-DL-Lay, n-Dl-La,, 310-DL-Lay,

Figura 0.3. Reprezentarea grafica a geometriilor de acid polilactic optimizate prin DFT
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I1.5.3.1. Analiza IR

Frecventele de vibratie au fost calculate pentru aceste structuri optimizate. Au fost
caculate si frecventele de vibratie ale structurii polilactice descrise de DeSantis. Figura 0.4
prezint’ spectrele IR ale acizilor polilactici modelai si preparai. In spectrele IR experimentale se
pot observa benzile corespunzitoare alungirii C=O (1751,20 cm™), C-OC (1117,42 cm™) si
deformérii CH (1064,37 cm™). Prin urmare spectrele IR prezintd benzile caracteristice legaturilor
metilenice si carboxilice. O unitate PLA repetitiva se contine trei legaturi scheletale: C-O, O-Cy,
Cq-C. Benzile de alungire ae catenel principale corespund la (C-O, O-C,, C-C,,), deformarea la
(O-C-Cq, C-0O-Cy, O-Cy-C), iar pentru catenele laterale deformarea (O-Cy-Cp, C-Cy-Cg, C-C=0)
si alungirea (Cy-Cg, C=0).

Intensitatea vibratiilor IR calculate depinde de structura acidului poli(lactic).

M an A A f(mflf\ : A Aﬂﬂ

3600 3100 2600 2100 1600 1100 600 1900 1600 1300 900

Figura 0.4. Spectrele IR ale PLLA (M 062x/6-31G**):(a) spectrul complet; (b) regiunea
alungirii carbonilului; (c) regiunea alungirii catenel principale

Spectrele IR ae celor cinci structuri prezinta acelasi numar de benzi. Dupa cum este
anticipat, solvatarea nu implicé si alte benzi. Benzile sub 214 cm™ sunt datorate in principa
torsiunii scheletului. Benzile din regiunea 214-879 cm™* deformdrii catenelor laterale. Acestea nu
prezintd intensitati semnificative. Gruparea CHs este responsabil de aparitia benzii din regiunea
879-1055 cm™ datoritd vibratiilor rocking. Tn cazul structurilor formate din trei helixuri
solvatarea méreste intensitétile benzilor.

Alungirile C-CH3z si C-OC conduc la aparitia benzilor din zona 1068-1152 cm™,

Intensitatile benzilor corespunzatoare alungirii C-CHz sunt medii Tn cazul structurilor helicoidale
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dar apa dubleaza aceste valori. Foaia B si structura descrisa de DeSantis conduc la benzi dlabe.
Benzile corespunzatoare alungirii C-OC apar in regiunea 1093-1156 cm™. Tn cazul foii B aceastd
banda este cea mai intensd, de sase ori mai intensa decéat altele. Solvatarea mareste si mai mult
intensitatea. Structura descrisa de DeSantis are 0 banda intensa Tn aceasta regiune.

Tn regiunea 1154-1341 cm™ se pot observa benzile atribuite aungirii CH, CHjs si
deformarii C-O-C. Intensitétile in cazul foii B si a structurii descrise de DeSantis sunt mari
comparativ cu structura helix. Acestea sunt cele mai intense benzi din spectru. Solventul nu
influenteaza aceste intensitati. Intensitdtile deformarii CH sunt aproximativ acelessi Cu exceptia
structurii descrise de DeSantis. Solvatarea mareste intensitatile Tn cazul structurilor helicale.
Diferite benzi de intensitate medie apar in aceasta regiune datorita alungirii CH si forfecarii CHs.
Meritd amintite si atribuirile din regiunea 1337-1365 cm™. Tn acest interval apar benzile datorate
vibraiilor de forfecare ale CHs. In acest caz structurile helicae nu prezintd intensititi
semnificative, dar in cazul foii B intensitatea este notabila.

Spectrele IR ale PLLA din domeniul 1772-1835 cm™ apar diferite pentru fiecare din cele
cinci conformatii. Nu este o diferenta semnificativa intre intensitatile corespunzatoare alungirii
C=0 calculate prin metoda DFT M062x/6-31G**. Solvatarea mareste intensitétile tuturor celor
cinci structuri. Cel cinci conformeri prezinta benzi de absorbtie separate intre ele de intervale de
9-18cm™.

Alungirea CH si alungirile simetrice si asimetrice ale CH3 conduc la aparitia unor benzi
slabe n regiunea spectrald a CH la 2897-3031 cm™. Se observa ci intensitatea frecventelor de
alungire este mai mare decét a celor de deformare.

Frecventele calculate (cm™) si atribuirile benzilor pentru structurile de helixuri 33 ale
PLLA sunt prezentate in tabelul 11.59.
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Tabelul 0.13. Atribuirile benzilor pentru 3;0-L-LA1g

310-L-LA10
MO062X 6-31G** MO062X 6-31G** apa
v(em™) Intensitate v(em™) Intensitate Atribuire
19-226 0-11 17-214 0-8 torsiunea schel etul ui
234-281 0-14 219-286 0-9 CHs rocking
299-400 0-58 295-396 0-170 CH3 pendulare
409 22 399 141 OH (liber) deformare
410-416 9-40 403-406 4-8 CH3 wagging
419 4 407 5 OH (free) deformare
425-588 1-230 410-596 1-135 CCO deformare
636 70 644 63 OH (COOH) deformare
655-788 0-35 660-775 0-50 C=0 deformare
824 14 842 21 C-CO (carboxil) aungire
878-910 1-45 891-909 1-37 CHj3 deformare + COC
deformare
925-1106 1-93 925-1099 0-217 CH3 rocking
1127-1164 15-106 1104-1161 41-232 C-CHszaungire
1167-1189 5-146 1162-1185 3-213 C-OC aungire
1222-1331 3-89 1213-1329 8-369 CH deformare + C-OC
alungire
1332-1372 11-403 1331-1365 4-938 CH deformare
1373-1403 6-182 1367-1402 11-311 CH deformare + CHs
forfecare
1412-1426 3-88 1407-1421 12-80 CHs forfecare

1445 28 1430 1430 CH3 twisting (COOH

terminal)

1448 83 1445 120 CH3 twisting (OH terminal)
1495-1528 0-46 1486-1518 1-33 CH3 twisting
1875-1931 32-756 1852-1894 57-1074 | C=0 alungire
3078-3094 7-10 3071-3091 9-17 CH3 alungire simetrica
3115-3152 1-9 3120-3154 4-13 CH aungire
3171-3193 0-14 3159-3194 2-25 CH3 alungire asimetrica

3826 62 3850 75 OH (liber) alungire

3830 100 3807 159 OH (COOH) alungire

Comparand datele calculate cu datele experimentadle se poate observa ca valorile

frecventelor calculate sunt mai mari decét valorile experimentale.
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I1.5.3.2. RMN

Deplasérile din spectrul *C RMN ale celor patru tipuri de structuri secundare ale PLLA
calculate prin metoda DFT MO062x/6-31G** sunt ma mari decét cele calculate Th modelele

solvatate (Tabelul 0.14). Deplasérile chimice'H RMN ae PLLA nu sunt intotdeauna mai mici in

solutie (Table 0.15). Luénd in considerare cele cinci semnale RMN prezentate Tn aceste doua

tabele, structurile B si m conduc lavalori apropiate de datele experimentale.

Tabelul 0.14. Deplasarile chimice>*C NMR calculatesi experimentale (3, in ppm) ale CO,
CH si CHzalePLLA

PLLA

a T 105 B Date

vid apa vid apa vid apa vid apa |experimentae
0 (CO) | 177,61 | 174,97 | 178,15 | 175,25 | 177,10 | 174,96 | 175,31 | 172,34 171,72
0(CH) | 71,88 | 68,05 | 72,14 68,12 | 71,83 | 67,98 | 71,68 | 67,12 65,88
0 (CH3)| 1851 | 1291 | 18,69 13,14 | 18,27 | 13,29 | 18,98 | 13,51 16,71

Table 0.15. Deplasérile chimice’H NMR calculatesi experimentale (3, in ppm) ale CO,
CHsiCHzalePLLA

PLLA a T 105 B Date
vid apa vid apa vid apa vid apa |experimentae

0(CH) | 515 5,10 5,07 5,07 5,17 5,07 5,30 5,47 4,93

0 (CH3) | 1,67 1,71 1,66 1,63 1,68 1,67 1,65 1,62 1,45

I1.5.4. Concluzii

Valorile deplasarilor chimice calculate atat pentru *C NMR cét si pentru *H NMR sunt
mai mari decét cele experimentale. Solvatarea reduce aceste valori.
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I1.6. Interactiunile acidului polilactic cu suprafete bioceramice

Pentru a studia interactiunile de interfata acid polilactic/bioceramica s-au efectuat simulari
de dinamicd moleculard. Studiul analizeaza energiile de legatura dintre acidul polilactic si doua
materiale bioceramice: hidroxiapatita si zirconia. Au fost simulate interactiunile dintre acidul
polilactic si suprafetele cristalografice plane (00 1), (1 00), (110), (11 1). Au fost examinate de

asemeneasi efectele agentilor de cuplare asupra energiilor interfaciale de legare.

I1.6.3. Rezultate si discutii

Adeziunea dintre suprfetele de acid polilactic si bioceramica poate fi evaluata pe baza
energiei de interactiune dintre ele. Energiile interactiune au fost calculate pe baza ecuaiei
urmatoare:

Einteractiune=Esuprafasa+polimer —(EsuprfaiatEpolimer) (1)
unde Egpras+poimer €St€ energia suprafetei cu polimerul PLA, Egprras €Ste energia suprafetel si
Epoiimer €Ste energia polimerului. Energia de legaturd se obtine prin impartirea energiel de
interactiune la numarul de monomeri existent in polimeri. Energia de legatura ridicatd sugereaza
0 mare térie adeziva intre suprafaté si polimer.

Agentii de cuplare maresc taria legaturii dintre bioceramica si polimeri. Energia de

interactiune din sistemul suprafata/ agent de cuplare /polimer

Einteractiune=Esuprafaia+ agent-de-cuplare+polimer —(Esupraraiz+agent-de-coupling +Epolimer) 3
unde Esypraraa+agent-de-cuplare+polimer €StE €nergia suprafetel cu silan si polimer PLA, Egyprataa+agent-de-
cuplare €StE energia suprafetel cu silan si Epgimer €Ste energia polimerului.

Energiile de interactiune ale sistemelor acid polilactic/zirconie si acid polilactic
/silan/zirconie sunt prezentate in Error! Reference source not found.. Vaoarea negativa indica
0 legaturd a polimerului la suprafgta. Se observa ca in toate cazurile diferitele tipuri de acizi
polilactici se leaga la suprafata de zirconie.

Pentru studiul interactiunilor interfeelor acizi polilactici / hidroxiapatitd s-au realizat
simulari de dinamica moleculara. Tabelul 0.16Error! Reference source not found. prezinta energiile

de interactiune ale diferitelor sisteme optimizate de acizi polilactici si hidroxiapatita cu sau fara
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agenti de cuplare. Acizii polilactici se leaga la polimeri cu exceptia a helixului care nu se
ataseaza la o suprafatd de (1 1 1) hidroxiapatitd. Nu se poate stabili Tn mod clar care dintre
structurile de suprafate de hidroxiapatita prezintd cea mai mare adeziune. Unitdtile decamerice
optimizate 1 si B se leaga puternic la suprafete (0 0 1) si (1 1 0). Structura optimizatd descrisa de
DeSantis se leaga la hidroxiapatite (00 1), (11 0), (11 1) si (-1 00) cu energii de interactiune de
peste 4 kcal/mol. Energiile de interactiune dintre suprafete si helixurile optimizaten (11 0), (1 1
1) si (-1 00) au valori de 3-6 kcal/mol. Energiile de interfata sunt in jur de 4-5 kcal/mol atunci
cand structurile 3, sunt conectate la suprafete de hidroxiapatita (1 1 0) si (-1 0 0).

Tabelul 0.16. Energiiledeinteractiune ale sistemelor de acid
polilactic/hidroxiapatita si acid polilactic/silan/hidroxiapatita

Einteractiune (Kcal/mol)

hkl PLA PLA/zirconie PLA/silan/zirconie

o-L-LAq -0.79 -17.46

m-L-LA1g -0.07 -11.44

(001 310-L-LA1g -1.52 -22.67
B-L-LA1 -1.95 -15.77

DeSantis-LA 19 -3.90 -31.63

o-L-LAqg -1.50 -11.78

m-L-LAqg -1.13 -18.54

(200 310-L-LA1g -2.16 -10.57
B-L-LAgo -2.60 -29.59

DeSantis-LA 19 -0.47 -12.48

o-L-LAqg -0.84 -9.64

m-L-LAqg -4.76 -12.05

(110) 310-L-LA10 -4.96 -0.36
B-L-LAgo -0.18 -8.32

DeSantis-LA 19 -6.63 -12.74

o-L-LAqg 0.46 -12.33

m-L-LAqg -3.13 -8.60

111 310-L-LA1g -1.24 -7.80
B-L-LAjo -2.74 -17.27

DeSantis—LAlo -6.16 -9.20

o-L-LAqg -1.84 -15.68

m-L-LAqg -5.98 -4.30

(-100) 310-L-LA1p -3.99 -15.90
B-L-LAjo -3.68 -27.32

DeSantis-LA 19 -541 -15.26
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Silanii au un efect mult mai pronuntat asupra interactiunilor polimer/hidroxiapatitd decat
n cazul sistemelor acid polilactic /zirconie. Adeziunea helixurilor m optimizate creste de 155 de
ori la adaugarea unui agent de cuplare (Figura 0.5). Totusi energia de interactiune scade la
atasarea helixului la o hidroxiapatita (-1 0 0) Tn prezenta de silan.

16.44x m without silane

18 m with silane
16
14
12 155.52x £
10 2.75x
8
6 0.72x
4
2
0 |

(001) (100) (110) (111) (-100)

Interaction energy (kcal/mol)

Figura 0.5. Energia de interactiune a supr afetelor optimizate de helixuri 1 /hidroxiapatita
fara agent de cuplare

Formula generala a hidroxiapatitei este Cayo(PO4)s(OH),. Straturile de sus ale suprafetel
au compozitii atomice diferite. Pe suprafetele (1 0 0), (1 1 0), (-1 0 0) sunt atomi de oxigen,
caciu si fosfor. Interfegele de hidroxiapatitd (O O 1) contin molecule de oxigen si hidrogen.
Atomii de oxigen, hidrogen si fosfor constituie primul strat a suprafetei (1 1 1). Interactiunile
slabe mentin integritatea sistemelor de acizi polilactici si hidroxiapatita. Aceste interactiuni se
formeaza ntre atomii de hidrogen ai gruparilor metil sau de la catenele principale de acizi
polilactici si atomii de oxigen ai suprafetei. Exista atractii intre atomii de oxigen ai gruparilor
ester ale acizilor polilactici si gruparile hidroxil din hidroxiapatitd. Acizii polilactici 1si schimba
conformatiile ca urmare a interactiunilor datorate simuldrilor de dinamica moleculara. Polimerii
nu raman paraleli cu suprafaa (Figure 0.6). Interactiunile dintre acizii polilactici si moleculele de
silan apar la addugarea in sistem a unui agent de cuplare. Conformatiile unitdtilor decamerice nu

se pastreaza nici in aceste cazuri (Figura0.7).
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Tnainte de simulare Dupa simulare

a-L-LA;0/(00 1)

-_t. : l :-'-.' ¥ I-.'-_I_. E

B-L-LAlo/(l 0 0) . 4 + % x § . u

o e - JrtE A . % + ~ u
4 ik gt T egy o a3t 3 $ . x a8 t . H . i . § & % i
¥ ops # st § g * sge § o3 ‘ i : - 1 H " ¢ H t i t

s I ¢ . ¢ | & . g w J + -8 § 8- .
= Ptk s R4S f TR 8 STE iR cEr £ad A R
L] ] ] ] ] 5 i 2 ) ¥ i ¥ ;- &
by H H { v @ o R RSy D Padoa B
b ] i E i * i l .. dles Spt ool ge B R R oe W ioghlf S
..f‘ Ioowde E i L MR TR S T | ' % 1 i M H ' H M H H i
+ odw obe wge ofe #8s oRe oo ofs wle wle sfezgg o ik akia ity Wl et sk sdi 28 JF
§ t B "E % aEe Bs %+ =} T4 sEs sLe of Te o vle o,
TR R F e e Bl Tt L gt vie ol o LT

DeSantis-LA;/(1 1 0)

m-L-LA;o/(11 1)

31-L-LAw/(-100) § W IR S IR 3 v OB B0 B 5 MUK S
ST T IA R IR CEN L N Bl AN AR
T | t 2R PR BE ¥ Q3 18 i i b EoLt 4
FTE P T LT T TPIAETET X

Figure 0.6. Imaginile acizilor polilactici pe suprafata de hidroxiapatiti Tnainte si dupa
simulare

33



Tnainte de simulare Dupa simulare

a-L-LA;x/(00 1)

B-L-LA10/(100)

DeSantis-LA;/(1 1 0)

n-L-LA/(1 1 1)

310-L-LA10/(-1 0 0)

Figura 0.7. . Imaginile acizilor polilactici pe suprafata de hidroxiapatiti/silan de Tnaintesi
dupa simulare
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I1.6.4. Concluzii

Simularile de dinamica moleculara au fost folosite pentru analizarea comportamentel or
interfetelor suprafetelor de acizi polilactici si zirconie, hydroxiapatitd. Au fost simulate
interactiunile polimerilor pe cinci plane cristalografice. Au fost analizate energiile de interactiune
dintre polimerii optimizati DFT si suprafata bioceramica. Acizii polilactici se leaga la polimeri cu
exceptia a helixului care nu a aderat la suprafata de hidroxiapatita (1 1 1). Foile B optimizate se
leaga puternic la cele cinci suprafae de zirconie, energiile de interactiune sunt peste 20 kcal/mol.
Vaorile energiilor sunt mai mici in sistemele acid polilactic/hidroxiapatita decét in sistemele acid
polilactic/zirconie. Agentii de cuplare pe baza de silan pot Tmbunatdti interactiunile dintre
suprafata bioceramica si acizii polilactici. Efectele agentilor de cuplare sunt mai evidente in cazul
suprafetei de hidroxiapatita.

Interactiunile slabe mentin integritatea Sistemelor de acizi polilactici si bioceramica.
Aceste interactiuni se formeaza intre atomii de hidrogen ai gruparilor metil sau de la catenele
principale ae acizilor polilactici si atomii de oxigen ai suprafetei. Acizii polilactici 1si schimba
conformatiile datoritd interactiunilor simuldrilor de dinamica moleculard. Schimbarile
conformationale sunt mai evidente la adaugarea de agenti de cuplare pe baza de silan lasistemele
acid polilactic / bioceramica.

35



Capitol III

Studiul polieterilor prin spectrometrie de masa
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I11.2 Studiul polieterilor cationizati cu de ioni de metale alcaline
prin disociere indusa prin coliziune in sursa

Disocierea indusa prin coliziune in sursa (ISCID) a polietilen glicolului (PEG) si
polipropilen glicolului (PPG) cationizata de ioni de metale alcaline a fost studiatd Tn functie de
lungimea lantului si energia de coliziune prin spectrometrie de masa cu ionizare el ectrospray (ESI
MS). Disocierea PEG si PPG sodiat, potasiat si cesiat conduce la un polieter neutru si un cation
fara formarea unor produsi ioniz&i rezultati in urma clivgjului catenei. Pentru caracterizarea
comportamentului de fragmentare Tn sursa a polieterilor cationizati a fost aplicatd metoda SY .
Au fost comparate curbele SY obtinute prin MS/MS CID si CID. Este raportatd o diferenta
semnificativa, adica o crestere a energiei de coliziune, polieterii disociaza complet in celula de
coliziune, in timp ce nivelele valorilor SY n sursa scad cu 0.1-0.3. Vaorile SY finite la energii
de coliziune ISCID mari pot sugerareactii ion-molecula n regiunea ISCID a instrumentului. S-a
observat ca energia de coliziune caracteristica 1SCIDsp corespunzétoare la un SY=0.5 depinde

liniar de numarul unitétilor repetitive, adica de marimea polieterilor.

III. 2.1 Sectiunea experimentala

I11.2.1.3. Determinarea valorilor ISCIDs¢

1
SY = (l—a )m‘l‘a (4)

Valorile ISCIDs pot fi obtinute prin fitarea parametrilor functiel de modelare (Ec. (4)) pe
baza datelor experimentale folosind un program de tip foaie de calcul si exprimand valoarea

energiei de coliziuneTn sursa la SY=0.5 (ISCIDsp).
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II1.2.2 Rezultate si discutii

Pentru studiul de disociere indusa prin coliziune in sursa a polieterilor sodiati si potasiati
solutiile de polietilen glicol, NaCl si KCI, si polipropilen glicol au fost injectate direct inh sursa
ESI la diferite voltgje ISCID. Disocierea PEG si PPG conduce la un polieter neutru si un cation
fara formarea unor produsi ionizai rezultati in urma clivajelor catenei. S-a observat doar scaderea
intensitatii semnalului ionului precursor cu cresterea voltgjului de coliziune Tn sursa, insa nu s-a
putut detecta cresterea semnalului cationului datoritd faptului cad masele scdzute limiteaza
capacitatea de analiza. Pentru studiul canalului de fragmentare s-a folosit CsCl ca si agent de
ionizare. La cresterea energiel ISCID, s-a observat o scadere a PEG cesiat si aintensitédtii PPG cu
cresterea paraleld a semnalului ionului de Cs™ s-a observat o crestere a intensitdtii fapt care
dovedeste ca disocierea PEG si PPG cationizai conduce la un polieter neutru si un cation. Casi
exemplu reprezentativ, Figura 0.1 arata spectrul ESI-MS a PEG inregistrat la o energie ISCID de
70 eV. Dupa cum se obsesrva in figura, intensitatea compuwsilor PEG potasiati cu masa
moleculard mica este suprimata, fapt care reflecta dependenta disocierii cationului de masa
moleculara precum si diferentele de energie de disociere dintre sodiu si potasiu, dupa cum va fi

discutat Tn continuare.

Intensity |
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Figura 0.1. Spectrul ESI-M S al PEG inregistrat la o energie ISCID de 70 eV. Raportul
dintre agentii deionizare este Na+:K+ 4:1 (v/v). Numerele subscript reprezintd numerele
unitatilor monomerice PEG.
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Pentru evaluarea dependentel energiei proceselor de disociere ale polieterilor cationizati

la polieter neutru si cation s-afolosit metoda SY .

A

Iscrﬁ'gnergy (collision energy for MS?) (eV)

Figure 0.2. Curbarandamentului de supravietuire (SY) versus energia | SCID pentru
PPG5, PPG7 si PPG9 potasiati (PPG cu 5, 7 si 9 unitati monomerice). Triunghiurile albe
reprezinta curba MS/M S SY inregistrata prin QqTOF a PPG7 potasiat. Liniilereprezinta
curbelefitate conform Eq. (4). Parametrii de fitare sunt: a=1.814x10°, b=0.1771 and
0=0.0519 pentru PPG5, a=7.768x10’, b=0.1730 si 0=0.0678 pentru PPG7, a=1.537x10?,
b=0.1773 si a=0.0840 pentru PPGY, si a=7.179x10°, b=0.3351 si a=0 for PPG7 inregistrate
prin QqTOF MSIMS.

Dupa cum se observa in figura Il1.3, curbele SY sunt deplasate spre o energie ISCID mai
mare atunci cand numarul de unitati monomerice creste. Aceastd deplasare poate fi exprimata ca
si 0 energie caracteristica 1SCIDsy corespunzatoare la SY=0.5, unde intensitatea polieterilor
examingi scade la jumatate. Pentru comparaie in Figure 0.2 este de asemenea prezentata Si curba
MS/MS SY a PPG7 potasiat. Intervalul lipsa din graficul PPG7 se datoreaza conditiilor diferite
ale experimentelor de disociere prin coliziune indusa in regiunea de sursa a celulei de coliziune
cvadripolare a instrumentului ESI QqTOF (diferite scale de timp si presiune). Compargia
prezinta si o alta diferentd remarcabild: odata cu cresterea energiei de coliziune, PPG disociaza
complet in celula de coliziune, in timp ce graficele ISCID SY scad 1a0.1. Aceste valori SY finite

la energii ISCID de coliziune mari pot fi observate pentru toate probele de polieteri, si pot fi
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prezentate exprimand raportul ntre intensitatea picurilor sodiate si potasiate (Ind/lx ) versus

ISCID energia de coliziune, dupa cum se observa in Figura 0.3 pentru PEGS.

Ina/ 1k

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
ISCID energy (eV)

Figura 0.3. Raportul dintreintensitatea picurilor sodiate si potasiate (Ina/lx ) versusenergia
I SCID penru PEGS8 (PEG cu 8 unitati monomerice). Liniilereprezinta curba defitare
obtinuta prin aplicarea Eq. (4) pentru fitarea Iy, Si k.

Pentru ambii polieteri se genereaza o curba ce prezinta un maxim la diferite lungimi ae
lantului — casi In exemplul din figura I11.4 — si nu o curba monoton crescétoare, la care ne-am
putea astepta pe baza dependentei energetice a experimentelor MS/MS pentru Iyl versus
functia de excitare energeticd. O posibila explicatie pentru aceste valori finite SY la energii de
coliziune ISCID foarte mari (se poate observain Fig. 3) si pentru graficele Ind/Ix (in Figura 0.3)
pot fi reactiile ion-molecula din regiunea ISCID. Ionii de polieter sodiati Si potasiati pot sa sufere
coliziuni cu polieterii neutri, care si-au pierdut deja cationul, si poate avea loc un transfer de
sarcind. S-a observat ca valoarea ultimului nivel SY este influentatd de agentul de cationizare

adaugat n solutia de polieter.
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Pentru a demonstra efectul sursei CID asupra marimii polieterilor, au fost reprezentate
grafic vaorile ISCIDsp Tn functie de m/z PEG si PPG sodiat, potassiat si cesiat sunt prezentate in
Figurile 111.6a si Fig I11.6. Vaorile energiilor de coliziune ISCID corespunzatoare punctelor de
maxim Ind/lk (Figura 0.3) versus valorile m/z pentru PEG si PPG sunt prezentate in Figura ll1.6c.
Aceasta din urma reprezentare a efectului marimii elimind diferentierea in functie de masa a
instrumentului, deoarece energia caracteristica (care este reprezentata in functie de lungimea
lantului) este determinata pe baza rapoartelor de intensitate ale picurilor cu mase apropiate si nu

pe baza intensitatilor.
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Figura 0.4. Variatia valorii 1 SCIDsp cu m/z pentru PEG (a) si PPG (b) sodiat, potasiat i
cesiat. Variatia energiilor 1SCID — apartinind punctului de maxim al INa/IK versus
reprezentarile energetice 1 SCID — cu m/z pentru PEG si PPG (c).

Dupa cum se observa in figura 111.6 ab, vaorile 1SCIDsy variaza liniar cu marimea
polieterilor. Se observa de asemenea o buna liniaritate daca energiile ISCID la punctul de
maximum al Ind/lx versus energia ISCID sunt reprezentate ca si functie a m/z pentru polieteri,

confirmand corelatialiniara dintre valorile marimilor ISCIDso — polimer.
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Pentru a stabili concentratia posibild si dependenta valorilor 1SCIDs de raportul ionic Si
valorile energiilor de coliziune ISCID corespunzatoare punctelor Iny/lx de maxim, experimentele
au fost executate la diferite concentratii de polieter si cu diferiti agenti de ionizare (NaCl, KCl,
LiCl) iar rapoartele agentilor de ionizare sunt detaliate Th sectiunea experimentald. S-a observat
ca nici valorile ISCIDsg si nici punctele de maxim Ina/l1x nu depind de concentratiile polieterilor si
ale agentilor deionizare.

I11.2.3 Concluzii

Rezultatele prezentate ne arata diferentele remarcabile dintre tehnicile QqTOF CID si ESI
in sursd CID pentru PEG si PPG mono sodiat si potasiat disociat in forme neutre si cationi.
Energiile caracteristice corespunzatoare la o fragmentare de 50% sunt mai mari la ISCID. Mai
mult, disocierile PEG si PPG conduc la randamente de supravietuire zero si la energii de
coliziune mari prin QqTOF CID, in timp ce fragmentarea polieterilor prin ISCID conduce la
valori SY de 0.1-0.3 datorate probabil reactiilor ion-molecula din regiunea |SCID.

intre energia caracteristici de fragmentare ISCID si masa polieterilor s-a observat o
dependenta liniara.
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Concluzii generale

Acest studiu prezinta sinteza, modelarea moleculara a acidului polilactic si caracterizarea
polipropilen glicolului si polietilen glicolului.

A fost investigata polimerizarea enzimatica a acidului lactic. Influenta parametrilor a fost
examinatd pentru a determina conditiile optime de sintezd. Cele mai bune rezultate au fost
obtinute Tn cazul polimerizarii acidului DL-lactic la 40 °C, in prezenta hexanului ca solvent si
ntr-un timp de reactie de 24 h.

Pentru identificarea posibilelor forme de structura secundara au fost efectuate si studii
teoretice asupra a patru tipuri de structuri secundare (structuri helix a, m si 103 si foaie ) precum
si pe structura acidului polilactic propusd de DeSantis. Predictiile computationale asupra
stabilitatilor relative si detaliile structurale difera semnificativ intre metodele empirice,
semiempirice si ab initio. Cele trei tipuri de interactiuni slabe determina stabilitatile relative ale
elementelor de structura secundara din structurile de acid polilactic. Aceste interactiuni
necovalente implica atomul de oxigen a gruparii carbonil si atomii monomerilor Tnvecinati din
structura primara, dupa cum urmeaza: (1) atomul de hidrogen al gruparii CH din acidul lactic, (2)
atomul de hidrogen din gruparea metil, si (3) atomul de oxigen a unei grupari ester. Predictiile
computationale bazate pe o analiza de tip Ramachadran anticipeazd prezenta unui alt motiv
structural distinct numit turn.

Interactiunile supramoleculare inter-catenare dintre unitatile PLA au fost examinate cu
scopul de strange date utile pentru anticiparea si controlarea proprietdtilor macroscopice ale
materialelor pe baza de PLA. Au fost luai in considerare dimeri paraeli, antiparaeli si
perpendicul ari.

Pentru analizarea structurilor secundare ale acidului poli(lactic) rezultate in urma
esterificarii unitatilor decamerice a fost realizata analiza vibrationala si smulari RMN.

Pentru analiza comportamentului interfacial al acizilor polilactici pe suprafete de zirconie
si hidroxiapatita au fost realizate simulari de dinamica moleculara. Au fost simulate interactiunile
polimerilor pe cinci plane cristalografice. Agentii de cuplare pe baza de silan pot Tmbunatati
interactiunile dintre suprafata bioceramica si acizii polilactici. Efectele agentilor de cuplare sunt

mal evidente daca suprafga este de hidroxiapatita. Interactiunile slabe mentin integritatea
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sistemelor formate din acizi polilactici si bioceramica. Aceste interactiuni se formeaza intre
atomii de hidrogen din gruparile metil sau ntre catena principala a acizilor polilactici si atomii de
oxigen a suprafetei. Datoritd interactiunilor acizii polilactici 1si schimba conformatiile Tn urma
simularilor de dinamica moleculara. Schimbarile conformationale sunt mai evidente atunci cand
in sistemele de acizi polilactici si bioceramica se adauga agenti de cuplare pe baza de silan.
Disocierea indusa prin coliziune in sursa (ISCID) a polietilen glicolului (PEG) si
polipropilen glicolului (PPG) cationizati cu ioni de metale acaine a fost studiatd in functie de
lungimea lantului si de energia de coliziune folosind spectrometria de masa cu ionizare
electrospray (ESI MS). Rezultatele prezentate arata o diferenta remarcabila intre QqTOF CID si
ESI CID pentru disocierea la forma neutra si cation a PEG si PPG mono sodiata si potasiata.
Energiile caracteristice corespunzatoare unei fragmentari de 50% sunt mai mari decét la ISCID.
Mai mult, disocierea prin QqTOF CID a PEG si PPG la energii de coliziune mari conduce la un
grad de supraviguire zero, Tn timp ce fragmentarea polieterilor prin ISCID conduce la observarea

unor valori SY de 0.1-0.3 datorate probabil reactiilor ion-molecula din regiunea I1SCID.
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