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1. INTRODUCERE

Alcaloizii cinchona sunt cei mai importanti compusi din clasa alcaloizilor fiind izolati din
scoarta arborilor Cinchona si Rubiaceous genera si sunt molecule organice cu o istorie
interesanta. Istoria utilizarii lor dateazd de la inceputul secolului XVII, atunci cdnd au fost
introduse pentru prima data in Europa dupa descoperirea proprietatilor antimalarice a extractului
din scoarta arborilor cinchona si izolarea principiului activ de catre P.J. Pelletier si J.B. Caventou
in 1820. [13,14] Din scoarta arborilor se extrag circa 30 compusi. Continutul in alcaloizi al
scoartei variaza intre 5 — 16%. Principalii componenti ai extractului sunt chinind 1 (60-85%),
chinidina 2, cinconina 3 si cinconidind 4. De peste 300 de ani alcaloizii cinchona joaca un rol

important in medicina si mai nou in sinteza organica.

Chinina 1 Chinidina 2 Cinconina 3 Cinconidina 4

Figura.1.1. Structura alcaloizilor cinchona

Structural alcaloizii cinchona sunt formati dintr-un inel chinolinic §i legat de un
heterociclu voluminos, chinuclidinic printr-un carbon Cg legat de o grupare OH(figura 1.1).
Acesta este unul din cei patru centrii chirali ai moleculei. Doar Cg si Cy pot avea configuratii
diferite. Centrii chirali Cg i Cg sunt S si R in compusul chinina respectiv R si S in chinidind ambii
fiind izomeri eritro. Epimerii acestor compusi sunt 8S si 9S 1n cazul epichininei si respectiv 8R si
9R 1n cazul epichinidinei, acesti compusi fiind izomerii treo [22].

Hoffmann si colaboratorii au reusit scindarea a alcaloizilor cinchona la derivati chinolinici
enantiomerici puri, 1-azabiciclo[2.2.2]octan. Acest proces s-a realizat printr-o reactiec de reducere
concomitent cu oxidare simultand prin expunere la aer. Reactia are loc in eter sau
tetrahidrofuran[33]. Tn cursul investigatiilor au fost testati diversi agenti de reducere, cele mai

bune rezultate s-au obtinut in cazul in care s-a utilizat hidrura de litiu si aluminiu. Faptul ca
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aceastd reactie are loc numai in cazul in care reducerea are loc in prezenta unui agent oxidant,

sugereaza ca mecanismul este mai complicat (Schema 1.1)[34].
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Schema 1.1.

In ultimele doud decenii, alcaloizii cinchona au apdrut ca auxiliari chirali fiind
repere In sinteza asimetricd. Mai recent, s-a dovedit cd alcaloizii cinchona pot fi supusi unor
transformari remarcabile cu modificari a scheletului, largind rapid perspectiva chimiei
alcaloizilor cinchona.

Caracteristica cheie responsabild pentru derivatizarea cu succes a alcaloizilor cinchona
este faptul ca ei posedd un schelet chiral cu mai multe grupe functionale fiind posibile
transformari prin diverse tipuri de reactii, caracteristice acestora.

Gruparea hidroxil legata de C9 poate suferii reactiile caracteristice acestei grupe
functionale: reactii de esterificare, substitutia gruparii —OH si reactii de extindere a ciclului.
Importanta practica a unor produsi rezultati prin reactie de substitutie la C9, ne-a retinut atentia si

a orientat cercetarile 1n vederea sintezei de noi produsi. [166]
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2. CONTRIBUTII PERSONALE

Tn cadrul contributiilor personale am urmrit urmitoarele aspecte:
e Sinteza unor noi derivati a alcaloizilor cinchona prin reactii de substitutie
e Sinteza unor noi derivati al alcaloizilor cinchona truncati prin reactii de esterificare
e Optimizarea reactiilor de obtinere a cinconidinei din cinconina

e Elaborarea metodelor cromatografice HPLC pentru produsii sintetizati

2.1.  Sinteza derivatilor alcaloizilor cinchona prin reactii de substitutie

Tn acest capitol sunt prezentate sintezele unor derivati ai alcaloizilor cinchona prin
derivatizarea gruparii COOH.

2.1.1.Sinteza 9-metansulfoniloxi derivatilor cinconinei si cinconidinei

Studiindu-se reactiile de substitutie la carbonul C9, s-a determinat ca O-mesil derivatul se
obtine in conditii blande, cu randamente bune. O-mesil derivatul alcalizilor cinchona activeaza
molecula facilitind reactiile de substitutie la atomul de carbon C9. Metoda de sinteza a fost cea

descrisa 1n literatura [100], prin reactia dintre cinconidina si clorura acidului metansulfonic

(MsCI) in prezenta de trietilamina(schema 2.1)

7 -

MsCI, EtzN
0°C, 4 ore

Schema. 2.1

Pentru obtinerea [3S,4S,8S,9R]-metansulfoniloxi-5-vinil-cinconan 8 (O-mesilcinconi-
dina), 1 mol cinconidina 4 reactioneaza cu 1,5 moli MsCl utilizdnd ca solvent THF. Reactia are
loc in prezenta de trietilamina, raport molar cinconidina:EtsN 1:2,2 moli (schema 2.1).
Definitivarea reactiei a fost monitorizatd prin cromatografie pe strat subtire, eluentul fiind

MTBE:Metanol 3:1. Produsul de reactie se purifica prin cromatografie pe coloana. O-mesil-
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cinconidina 8 se prezinta sub forma de cristale aciculare bej, a fost caracterizat prin spectroscopie
'"H-RMN, IR si analizi elemental.
Pentru optimizarea sintezei O-mesilcinconidinei 8 s-au efectuat experimente, variind

raportul molar al reactantilor, cinconidina:MsCl. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul
2.1.

Tabel 2.1. Conditiile reactiei de obtinere a O-mesilcinconidinei 8

Nr. Raport molar Timp de Temp Rand.
Solvent
Proba Cd: MsCl reactie (ore) °C) (%)
1 1:1 THF 3 0 56
2 1:1,3 THF 4 0 72
3 1:15 THF 4 0 80
4 1:1,8 THF 5 0 82

Randament de sinteza de 80% s-a obtinut in cazul in care reactia are loc cu un exces de
50% de MsCI de 1:1,5, timpul de reactie fiind de 4 ore. Dacéd s-a marit raportul reactantilor la

1:1,8 randamentul nu creste semnificativ, la 82 %, fiind necesara si cresterea timpului de reactie
(5 ore).

Variatia randamentului de sintezain functie
de raportul molar al reactantilor

Randament (%)

111 Cd:MsCl
1,3 1:1,5 118

Figura 2.1. Variatia randamentului de sinteza a compusului 97 in functie de raportul
reactantilor
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Tn spectrul IR (figura 5.2) s-a pus in evidentd prezenta gruparii SO, (esteri ai acizilor
sulfonici) prin benzile de absorbtie prezente la 1325 si 1139 cm™, datorate vibratiilor de alungire
S=0

Sinteza [3R,4S,8S,9R]-metansulfoniloxi-5-vinil-cinconan (O-mesilcinconina) 9 s-a
realizat prin reactia cinconinei 3 cu MsCI in prezenta de trietilamina,[141] reactie care este

prezentata in schema 2.2.

MsCI, Et,N,
—_— >

0°C, 4 ore

Schema 2.2

Pentru obtinerea O-mesilcinconina 9, 1 mol cinconina (CN) 3 reactioneaza cu 1,5 moli
clorura de mesil (MsClI) in tetrahidrofuran (THF) utilizat ca solvent. Reactia are loc in prezenta n
exces de trietilamina (TEA) (CN:TEA=1:2,2 moli). Sférsitul reactiei se verificd prin
cromatografie pe strat subtire. Produsul de reactie se purifica prin cromatografie pe coloana. Dupa
evaporarea solventului se obtine produsul dorit cu randament 76,6%. O-mesilcinconina se
prezinta sub forma de cristale aciculare bej. Produsul a fost caracterizat prin spectroscopie
1H-RMN, IR sianaliza elementala.

Pentru determinarea raportului optim a reactantilor s-au efectuat experimente utilizand

cantitati diferite de reactanti. Rezultatele sunt rezentate in tabelul 2.2, figura 2.2.

Tabel 2.2. Conditiile reactie de obtinere a compusului O-mesilcinconinei 9

Nr. Raport molar Timp de Temp Rand.
Solvent
proba CN: MsCI reactie (ore) °O) (%)
1 1:1 THF 3 0 49
2 1:1,3 THF 4 0 63
3 1:15 THF 4 0 76
4 1:1,8 THF 5 0 79
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Rezultate obtime s-au obtinut in cazul in care s-au efectuat experimentele cu un raport
molar al reactantilor cinconina:MsCl de 1:1,5. Cresterea cantitatii de reactiv MsCl, peste un exces
de 50%, nu duce la cresterea semnificativi a randamentului sintezei. Tn aceleasi conditii de
reactie, sinteza O-mesilcinconidinei 8 are loc cu randament mai mare (80%) in comparatie cu cea

a O-mesilcinconinei 9 (76%) datorita srtucturii substratului existand un impediment steric, care

defavorizeaza reactia.

Variatia randamentului de sintezain
functie de raportul molar al reactantilor

< 100 r' —
[ P
£ 50 | o —
T
A
e 0 L_/____________ o —
1: __—_“"\]
1 1:1,3

1:15

’

Figura 2.2. Variatia randamentului de sinteza O-mesilcinconinei 9 in functie de
raportul molar a reactantilor
Structura compusului sintetizat a fost confirmata, in spectrul IR (figura 5.4) inregistrat,

prin prezenta benzilor situate la 1325 cm™ si 1139 ecm™ caracteristice cuplajului vibrational al
gruparii S = O.

2.1.2. Sinteza 3-hidroxi-2-(chinolin-4-il)-6-vinil-1-azabiciclo[3.2.2]nonan
Cinconina 3 si cinconidina 4 cu configuratia C9-naturala, in anumite conditii, sufera
transformari denumite transpozitii de ordin II. [130,131].

Studiind proprietatile O-mesilcinconinei 9 s-a constatat ca acest compus este foarte putin
solubil in apa rece, dar solubilitatea creste mult la cald. In urma incilzirii s-a observat
desfasurarea reactiec de largire de ciclu cu formare de amine [B-substituite, (1S,2R,5R,6R)-3-
hidroxi-2-(chinolin-4-il)-6-vinil-1-azabiciclo[3.2.2]nonan, 13, pastrandu-se configuratiei atomilor
de carbon chirali. (schema 2.3)
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OH

13

Schema 2.3

Reactia a fost realizata cu solutie diluata de O-mesilcinconina 9 (concentratic 10%), la
reflux, in atmosfera de azot, utilizind apa purd. Sfarsitul reactiei a fost verificat prin
cromatografie pe strat subtire. Purificarea compusului 13 se realizeaza prin cromatografie pe
coloana pe silica gel, utilizind faza mobila MTBE:MeOH=3:1. Obtinerea compusului dorit a fost
confirmata prin H-RMN, spectrometrie IR si de masa si analiza elementala.

Pornind de la considerentul ca reactia nu este favorizata de prezenta protonilor in mediu de
reactie [147], ca produs secundar se obtine acid metansulfonic, s-a urmarit influenta adaosului de
compusi cu caracter bazic asupra randamentului de sinteza a compusului 13. Pentru acest studiu s-
au adaugat compusi cu caracter bazic, in acest mod fiind neutralizat si acidul metansulfonic
format ca produs secundar in aceasta reactie. S-a studiat influenta urmatorilor compusi: NaHCOs,
Na,CO3, NaOH, benzoat de sodiu. Carbonatii prin hidroliza apoasa genereaza ioni hidroxil, la fel
ca si in cazul dizolvarii hidroxidului de sodiu in apa. Benzoat de sodiu s-a introdus in amestecul
de reactie deoarece in literatura sunt prezentate date prinvind influenta acestor compusi in
reactiile de transpozitie a alcaloizilor cinchona. [130] Rezultatele sunt prezentate in tabelul nr.
2.3, figura 2.3.

Tabel nr.2.3. Conditiile reactiei de obtinere a compusului 13

Concentratie Timp Randament
Proba Baza
(%) (ore) (%)
1 NaHCO3 8 16 23
2 Na,COs3 10 5 39
3 NaOH 5 3 52
4 BeNa 10 4 30
5 Apa - 4 51
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Variatia randamentului functie de baza
utilizata
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|
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Figura 2.3. Variatia randamentului in functie de baza utilizata in sinteza compusului 13

Rezultate bune se obtin in cazul reactiei efectuate in solutie NaOH si in apa pura,
randamentele fiind practic egale. Tn cazul In care reactia are loc doar cu apa purd, caracterul bazic
al atomului de azot tertiar din molecula alcaloidului cinchona influenteaza favorabil reactia.
Datoritd avantajelor reactiei utilizdnd ca reactive doar apa, fiind practic un proces apartinand
"green chemistry”, se consider optim acest mod de lucru. Tn spectrul IR s-au pus in evidenta benzi
caracteristice legaturii C — O, de vibratie, 1227 cm™ si a legaturii O — H, intindere in plan, la
1338 cm™. In spectrul de masa s-au pus in evidenta picul de baza 293(M") si a picului ionului
molecular 294. Aceste picuri confirma masa moleculara a compusului.

Tn literatura se prezinti ca O-mesilcinconidina 8 poate reactiona in mod aseminitor, avand
loc transpozitia, cu extindere de ciclu. (Schema 2.4)

Schema 2.4

Reactia a fost realizata cu solutie diluata, apoasa de O-mesilcinconina 8 (concentratie
10%), la reflux, in atmosfera de azot. Sfarsitul reactiei a fost monitorizat prin cromatografie pe

strat subtire, eluentul fiind MTBE:Metanol 1:9, detectia UV. Purificarea compusului 14 s-a

10
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realizat prin cromatografie pe coloana, pe umplutura silica gel. Randamentele obtinute in acest
caz sunt mai mari in comparatic cu cele obtinute in cazul in care substratul este derivatul
cinconinei 14, explicabil prin favorizarea sterica a reactiei (62% fata de 51%). Obtinerea

compusului s-a verificat prin spectroscopie *H-RMN, IR, de masi si analiza elementala.

2.1.3. Sinteza 2-chinolin-4-il-6-vinil-1-aza-biciclo[3.2.2]nonan-3-carbonitril

Reactiile prin care se formeaza noi legaturi C — C sunt in importante pentru sinteza
organicd. Una din rectiile posibile prin care se poate lungi catena cu un atom de carbon este
sinteza nitrililor si derivatizarea ulterioara a compusilor sintetizati. Din acest motiv am efectuat
reactia de transpozitie in prezenta ionului cian ca nucleofil.

Sinteza 2-chinolin-4-il-6-vinil-1-aza-biciclo[3.2.2]nonane-3-carbonitrilul 15 s-a realizat
prin reactia dintre O-mesilcinconinei 8 si nucleofilul KCN (exces), conform schemei 2.5.

Reactia a fost efectuata in solvent 2,2,2-trifluoroetanol (THF), cu un raport molar al
reactantilor O-mesilcinconidina 8:KCN de 1:3, in atmosfera de azot, la temperatura de 8§9-90°C
timp de 3 zile. Sférsitul reactiei se monitorizeaza prin cromatografie pe start subtire, pe placi de
silica gel, utilizand ca eluent amestecul MTBE:MeOH 3:1. Separarea compusului 15 s-a realizat
prin cromatografie lichida pe coloana cu silicagel utilizand eluent eter etilic:metanol 9:1.

Z

s KCN,THF ZN%
7

8

CN

Z

15
Schema 2.5

Randamentul de reactie mai modest, de numai 59,5 % se datoreaza nucleofilicitatii mai
scizute a ionului cianurd. Tn cazul In care s-a efectuat aceasta reactie cu acelati raport molar al
reactantilor, introducand trietilamina (O-mesilcinconidina:EtsN = 1:1) s-a obtinut produsul dorit,
sub forma de lichid galben intens, cu randament mai mic, de 46,2%. Obtinerea compusului S-a

verificat prin spectroscopie *H-RMN, IR si analiza elementala.

11
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Reactia avand ca substrat O-mesilcinconina, cu nucleofil cianura de potasiu, s-a efectuat in

aceleasi conditii, obtinandu-se nitrilul 16.(schema 2.6)

CN
N
\ / ~
KCN.THE AN
16

Schema 2.6
Randamentul de sinteza a compusului 16 este 43,14%, randament mai scazut explicat prin
impiedicarea stericd a substratului. Produsul a fost caracterizat prin spectroscopie *H-RMN si

analiza elementala.

2.1.4.Sinteza 2-(Chinolin-4"-il)-6-vinil-1-azabiciclo[3.2.2]nonan-3-il-amina

Tn 1972, Mitsunobu a prezentat o reactie caracteristica de derivatizare a alcoolilor primari
si secundari in prezenta unor nucleofili, de ex. nucleofili cu azot. Reactia are loc cu succes
utilizdnd ca nucleofil, ftalimida. S-a efectuat aceasta reactie utilizdind ca substrat O-

mesilcinconina 9 (schema 2.7)

o o N \‘O
@:ENH N —
(o] \ / S~
%
17
Schema 2.7

Reactia are loc in prezentd de t-butilamina, solventul fiind 2,2,2-trifluoroetanol.

Separarea compusilor din masa de reactie s-a efectuat prin cromatografie pe coloana cu
umplutura silica gel, elunetul fiind amestecul eter etilic-metanol 9:1. Pentru a separa produsul de
reactie pur a fost nevoie de doua separari succesive. Randamentul de reactie este mic, de numai
17,5%. Compusul (2-(Chinolin-4’-il)-6-vinil-1-azabiciclo[3.2.2]nonan-3-il)-ftalimida 17 astfel
sintetizat a fost caracterizat prin spectroscopie *H-RMN si analiza elementala.
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Prin hidrazinoliza compusului 17 in mediu alcoolic, se obtine aminoderivatul,

corespunzator 18, cristale albe, cu randament de 52%, conform schemei 2.8.

o NH,
N © H,NNH,, EtOH —
— - > N
N \ / =
\ / S /N
AN
18
17

Schema 2.8

Reactia s-a efectual cu un exces de hidrazina, raport molar 17:hidrazina = 1:1,3 moli, in
alcool etilic anhidru. Timpul de reactie a fost de 50 ore, reactia fiind monitorizatd prin
cromatografie pe strat subtire, eluentul fiind eter etilic-etanol-sol amoniac 25% 50:12:1. Amina
18 s-a separat din masa de reactie prin cromatografie pe coloana. Produsul finit, cristale aciculare
albe, a fost caracterizat prin spectroscopie ‘HRMN si analiza elementala.

2.1.5. Sinteza esterilor acidului metansulfonic al 3-hidroxi-2-(chinolin-4-il)-6-vinil-1-
azabiciclo[3.2.2]nonan
Grupa OH poate suferi cu usurinti reactii de esterificare. In literatura se indici ci pentru
a se putea realiza reactii de substitutie, este necesar ca molecula alcaloizilor cinchona sa fie intr-0
prima etapa activata prin transformarea intr-un ester, de exemplu cu acid metansulfonic. Cu
clorura acidului metansulfonic reactia decurge in conditii relativ blande si cu randament bun.
pentru a neutraliza acidul clorhidric format in timpul reactiei( schema 2.9), reactia are loc in
prezentd de trietilamina. Se utilizeaza un exces de clorurd de mesil, raport molar alcool:MsCl =
1:1,5. Mesilderivatii astfel obtinuti poate fi supus reactiilor de substitutie, gruparea OMs fiind o

grupare usor substituibila.

13
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OH OMs
o N
NG/ ~ MCLEGN \ / e
LN LN
14 20

Schema 2.9

Tn cursul reactiei se formeaza produs secundar acid clorhidric fiind necesar adiugarea de
trietilamind pentru deplasarea echilibrului spre sinteza produsului dorit. Se obtin O-mesili
derivatii sub forma de cristale aciculare de culoare galbena cu randament de 65,65% in cazul
compusului 19 si respectiv 36,8% 1in cazul compusului 20. Obtinerea compusului a fost

confirmati prin spectrometrie ‘HRMN si analiza elementali

2.1.6. Reactii de oxidare

Reactia cu dimetilsulfoxid (DMSO) in prezenta de activatori electronici (oxidarea
Swern) s-a dovedit o metoda de oxidare blanda mult utilizata pentru transformarea alcoolilor la
compusi carbonilici. Oxidarea Swern [165] a B — aminoalcoolilor 13 si 14 duce la formarea unui

amestec de epimeri, a-aminocetonelor azabiciclici 21 si 22 in raport molar 2:1(schema 2.10)

OH OH
0

7 . _ N
N /25 NN CH,Cl,, DMSO '\ /

z NN cH,cl, DMso < 7
— _/ o+ 780 N
Ng (COCI)z EtsN ,-7804- Ng AN == (COChaFLN78
/ /

14 22 21 13

Schema 2.10

14

/



Rezumat Contributii la chimia alcaloizilor cinchona

Reactia de oxidare s-a realizat cu un raport molar clorurd de oxalil si DMSO 1:1,
solventul fiind CH,Cl,. Reactia are loc la temperatura de -78°C.Indiferent care compus hidroxilic
se supune reactiei de oxidare, compusul 13, respectiv 14, acesta se dozeaza in masa de reactie in
raport molar 1:2 fatd de agentul de oxidare. Separarea masei de reactie si purificarea cetonei s-a
realizat prin cromatografie lichida, pe coloana cu umplutura silicagel, eluent find MTBE:MeOH
9:1. Cetona 22, separati si purificati a fost caracterizatd prin spectroscopie "H-RMN, IR si
analiza elemnetala.

S-a constatat echilibrul intre compusul 22 si 21 se mentine constant. Daca compusul 22
separat prin cromatografie lichidd se pastreaza in laborator la temperatura camerei timp de 48 ore,

se constata ca se transorma partial in compus 21, respectand raportul 22:21 de 2:1.

2.1.7. Reactii de condensare cu compusi cu azot

Prin tratarea cetonelor cu saruri ale hidroxilaminei (clorhidrat), in solutie apoasd, cu o
eventuala slaba incalzire, se formeaza oxime. Prin reactia cetonei 22 cu exces de clorhidrat de
hidroxilamina (1:10) se obtine oxima 23 corespunzatoare, cu randament de 37,95% (schema
2.11). Reactia are loc in prezenta de NaOH solid, la reflux. Purificarea oximei obtinute s-a realizat

prin cromatorafie pe coloana.

o NOH
—\ — |
NG _HNoH N —
/N == NaOH /N =
22 23

Schema 2.11

Prin spectrometrie HRMN, IR si analiza elementala s-a confirmat structura compusului
nou sintetizat. Prezenta benzilor 1693 ¢cm™, 1494 cm™ demonstreazi prezenta legiturii C = N,
caracteristicd acestor compusi.

Reactia de condensare poate avea loc si cu alti compusi ce contin grupa amino. In reactie
cu esterul metilic al glicinei (schema 2.12) se obtine compusul 24. Acest nou compus poate fi in

continuare derivatizat, sintetizand peptide, compusi potential biologic activi.
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@] N-CH,-COOCH3;
N H2N-CH2-COOCH& N
\ ~ =N\ / ~
LN AN
24
22

Schema 2.12

Raportul molar al reactantilor utilizat in aceasta sinteza a fost cetona:aminoacetat de metil
1:1. Reactia are loc in prezenta de acid p-toluensulfornic in toluen. Apa, produs secundar al
acestei reactii se elimind din amestecul de reactie prin distilare azeotropa. Mersul reactiei este
monitorizat prin cromatografie pe strat subtire, eluent CHCIl3:CH3OH 9:1si prin observarea apei
formate.S-a obtinut 0,07 g cristale albe, randamentul fiind 37,8%. Obtinerea compusului S-a

verificat prin spectroscopie *H-RMN, IR, de masa si analiza elementala.

2.2.  Sinteza unor noi esterilor ai QCI si QCD

Descoperirea de noi medicamente este o provocare extrema, din motive stiintifice si
economice. Pentru a crea un nou medicament este nevoie de aproximativ 12-15 ani fiind necesar
un buget de 0,8-1,7 miliarde dolari [167], 10% din acesta fiind atribuit studiilor de sinteza, 70%
fiind folosite pentru studii preclinice si clinice.

Chimia produsilor naturali, in ultima perioada, a fost revizuita iar acestia vor continua sa
fie o sursd importanta de medicamente[168]. Jumatate din medicamentele aflate in prezent in
studii clinice sunt compusi derivatizati din compusi naturali.[169].

Esterii pot fi preparati prin reactia dintre un acid carboxilic si un alcool in prezenta de
catalizatori: acid sulfuric, acid benzensulfonic, sau acid clorhidric gazos. Aceasta reactie se
numeste esterificare Fiescher ( E. Fiescher 1852-1919). Cele mai comune reactii de obtinere a
esterilor si amidelor, constand in O-acilare respectiv N- acilare, sunt cele ce utilizeaza agenti de
acilare cloruri de acil sau anhidride. Acestea reactioneaza rapid cu alcooli dezactivati.Din cauza
faptului ca halogenurile de acil sunt reactive fatd de nucleofili slabi, cum sunt alcooli, reactia
poate decurge fard a fi necesari catalizatori.

La Tnceputul anilor 1900 a fost sintetizat esterul chininei cu acidul salicilic, numit

salicilchinina, prin reactia dintre salol si chinina (Schema 2.13).[90]
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Schema 2.13

Salicilchinina 26 astfel preparata are proprietati antipiretice si analgezice.

Aceste considerente au indreptat cercetarile in vederea sintetizarii de noi compusi, esteri si
amide a derivatilor cinchona.

2.2.1. Sinteza esterilor 1,2 aminoalcoolilor QCI si QCD
Compusii noi, esterii acidului benzoic, acidului salicilic si a acidului acetilsalicilic cu 1,2-
aminoalcooli QCI 10 si QCD 9 au fost sintetizati prin reactia de esterificare utilizind clorurilor
acizilor respectivi ca agent de acilare a alcoolilor [177,178](schema 2.14).
31R=H

P
fN
O
32R=0H
33 R=0COCH3

=
cocl 7 o
@ . THF, EtaN H /\lN
LN el @Ao
HO
R
9

cocl Vi
THF, EtgN O
. -HCI |
fN
R
HO 10 R

28R=H
29R=0H
30 R=OCOCH,4

R
28R=H 34R=H
29R = OH 35R=0H
30 R =0COCH;Z 36 R=0COCH;
Schema 2.14
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Pentru imbunatatirea randamentelor sintezei esterilor s-au efectuat experimente in vederea
optimizarii sintezei esterului 31. Pentru aceasta s-a studiat influenta raporturilor molare  1,2-
aminoalcoolul:clorura de benzoil 28, precum si 1,2-aminoalcool: TEA asupra randamentului. Tn
tabelul 2.4 si figura 2.4 sunt prezentate rezultate experimentale obtinute 1n cazul varierii
raportului molar 1,2-aminoalcool: clorura de benzoil.

Tabel 2.4. Influenta raportului molar 1,2-aminoalcool:clorura de benzoil

\r alcool Clorurade | TEA | Randament
Exp. Tip Nr.mo?i benzoi-l |
(mmoli) | (mmoli) | (mmoli) (%)
1 QCD 1 1 2 62,3
2 QCD 3 5 6 83,8
3 QCD 1 2 2 85,1
4 QCl 1 1 2 60,1
5 QCl 3 5 6 84,5
6 QClI 1 2 2 83,9
Variatia randamentului in functie de
raportul reactantilor
100 — o

Randament (%)
(%]
(=]

/ QCl:BzCl

QCD:BzCl
3:5

1:2

Figura 2.4. Influenta raportului molar 1,2-aminoalcool:clorura de benzoil
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Tn cursul experimentelor efectuate s-a observat ci in cazul utilizarii unui raport molar
QCD:BzCl = 1:1 randamentul este cel mai mic, de numai 62,3%. In cazul raportului molar
QCD:BzCl 1:1,66 randamentul creste la 83% . In cazul utilizarii unui raport molar QCD:BzCl 1:2
nu se observa o crestere semnificativa a randamentului (85%). Pe baza rezultatelor obtinute (tabel
2.5, figura 2.5) s-a considerat optim un rapor molar 1,2-aminoalcool: BzCl de 3:5. O crestere a
acestui raport molar de 1:2 nu este optim din punct de vedere economic. Tn tabelul 2.5 se prezinta

influenta asupra randamentului a raportului 1,2-aminoalcool: TEA.

Tabel 2.5. Influenta raportului molar 1,2-aminoalcool: TEA

- Alcool Clorurade | TEA | Randament
Exp. Tip Nr.mo?i benzoi-l |

(mmoli) | (mmoli) | (mmoli) (%)
1 QCD 1 1,66 1 53,6
2 QCD 1 1,66 15 74,2
3 QCD 1 1,66 2 83,8
4 QClI 1 1,66 1 50,4
5} QCI 1 1,66 15 77,1
6 QClI 1 1,66 2 84,5

Variatia randamentului in functie
de raportul reactantilor

o L ! aci:TeA
11 — . QCD TEA

Figura 2.5. Influenta raportului molar 1,2-aminoalcool: TEA

Randament (%)
u
o
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Se constatd cd prin cresterea raportului molar QCD: TEA de la 1:1 la 1:2 se obtine o
crestere a randamentului de sinteza a esterilor cu aproximativ 30%. Acelasi efect se observa si in
cazul aminoalcoolului QCI. Experimentele au demonstrat ca pentru un randament satisfacator este
necesara efectuarea sintezei utilizand reactivi in raport molar QCD:BzCI: TEA 3:5:6.

S-au sintetizat esteri ai 1,2-aminoalcoolilor cu acid benzoic, acid salicilic si acid
acetilsalicilic. S-a constatat ca randamentele de sinteza scad, de exemplu de la 83,8%, in cazul
esterului acidului benzoic la 64,76% in cazul acidului acetilsalicilic. Substituentii atragatori de
electroni grefati pe nucleul benzenic scad reactivitatea clorurii de acil. Scaderea randamentului de
sinteza se poate explica si printr-un efect de Tmpiedicare sterica.

Compusii noi sintetizati au fost caracterizati prin spectrometriec H-RMN, IR si analiza
clementard. Prezenta benzilor 1768 cm™, 1393 cm™ sunt caracteristie benzoatilor, fapt ce

dovedeste sinteza esterului dorit.

2.2.2. Sinteza amidelor 1,2 diaminei QCDNH;
Amidele acidului benzoic, acidului salicilic si a acidului acetilsalicilic cu diamina
QCDNH; au fost sintetizati utilizind clorurile acizilor respectivi ca agent de acilare a

aminei.(schema 2.15)

/
cocl
THF, EtgN o
HCI |
f QNH
40 R
28R=H 37TR=H
29R=0H 38R=0H
30 R=0OCOCHjs 39 R =0COCH;

Schema 2.15

Sinteza acestor amide se realizeazd cu randamente satisfacatoare 80,9% in cazul amidei

acidului benzoic 37 , 71,7% in cazul amidei acidului salicilic 38 si 49% in cazul amidei acidului
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acetilsalicilic 39. Se constata efectul dezactivant al grupelor atragatoare de electroni legate de
nucleul benzenic asupra acestei reactii, reliefat prin sciderea randamentului de sinteza.

A fost studiata influenta raportul molar al reactantilor.asupra randamentului de sinteza.In

tabelul 2.6 si figura 2.6. se prezinta rezultatele obtinute.

Tabel 2.6. Influenta raportului molar al reactantilor asupra randamentului

\ Amina Clorurade | TEA | Randament
r.
) Nr.moli benzoil
Exp. Tip . .
(mmoli) | (mmoli) | (mmoli) (%)
1 QCDNH, 3 3 6 44,3
2 QCDNH; 3 4 6 69,7
3 QCDNH; 3 5 6 80,9
4 QCDNH; 3 6 6 82.2
5 QCDNH; 3 5 4,5 71,8
6 QCDNH; 3 5 3 55,6
Variatia randamentului de sintezain functie de
raportul molar al reactantilor
R o
100
5
< _—
€ 50
2
& _—
/ QCDNH2:TEA
3.4 _ QCDNH2:BzCl
3:5 3:6

Figura 2.6. Influenta raportului molar al reactantilor asupra randamentului
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Tn cursul acestui studiu s-au efectuat sinteze ale amidelor corespunzitoare utilizand rapoarte
molare QCINH;:clorura de benzoil de 1:1 — 1:2. S-a constatat cd, daca se efectueaza sinteza
utilizand un raport molar de 1:1 se obtine un randament de 44,3%. Prin cresterea acestui raport la
3:5 randamentul creste la aproximativ 81%. Prin utilizarea unui raport de 1:2, randamentul nu
creste semnificativ, se obtine un randament doar de 82%. Din acest motiv se considerd optim
raportul reactantilor de 3:5. In continuare s-au efectuat sinteze in care s-a variat raportul molar
QCDNH_y: TEA. La raporult molar 1:1 randamentul este de 55,6%, iar in cazul raportului de 1:2
randamentul creste la 80,9%. Sinteza 3 din tabelul 2.6 prezinta conditiile optime de sinteza

Compusii noi sintetizati au fost caracterizati prin spectroscopie "H-RMN, IR si analizi
elementara. In spectrul IR se observd prezenta bemzilor la 2946 cm™, banda largd,1658 cm™

caracteristice compusilor ce contin grupari amidice.

2.3.  Studiul optimizarii sintezei cinconidinei

Chiar din cele mai vechi timpuri, alcaloizii cinchona au jucat un rol crucial in
dezvoltarea chimiei organice si @ medicinii moderne. Sinteza totala a chininei, in 1945, a fost
privitd ca un eveniment de importantd deosebitd in dezvoltarea chimiei organice. Prima sinteza
total stereoselectiva a chininei, realizatd in 2004, reprezinta pionieratul conceptului
stereoselectivitatii In sinteza organica.

Importanta cruciala a compusilor enantiomerici puri pentru viata si stiinta au condus la
o atentie deosebitd in cercetarea sintezelor asimetrice. Importanta domeniului a fost subliniat, in
2001, cand premiul Nobel pentru chimie a fost atribuita chimistilor W.S. Knowles, K.B.Sharpless
si R.Noyori pentru rezultate obtinute in domeniul sintezelor asimetrice.

Reactiile asimetrice utilizdnd catalizatori de transfer de faza au fost studiate in ritm
accelerat Incepand cu anii 1970. Cel mai intens studiat a fost grupul de catalizatori preparati prin
quaternizarea alcaloizilor cinchona. In aceastd perioadd au fost sintetizati derivati functionali ai
cinconidinei, prin derivatizarea grupelor functionale existente in molecula fiind utilizati in
reactiile catalitice asimetrice. Cererea tot mai mare de cinconidina a impus studierea unor procese
de transformare a cinconinei, compus cu mai putine utilizari, in cinconidina.

Aceste considerente ne-au indreptat atentia spre optimizarea unui proces de sinteza a

cinconidinei de puritate avansata [178].
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Cinconidina este o substanta cristalind, care cristalizeaza in prisme mari, stralucitoare, cu
punct de topire 204,5°C. Este 0 substanta greu solubila in apa, solubild in alcool si eter. Solutia
sulfurica de cinconidind nu prezintd fluorescentd si nu da reactia taleochind, specifica altor
alcaloizi cinchona.

Procesul prin care se obtine cinconidina din stereoizomerul cinconina este constituit dintr-
o oxidare a gruparii hidroxil de la C9 in derivatul 9-oxo, care este condusa In conditiile metodei
Oppenauer , urmata de o reducere stereospecifica cu borohidrura de sodiu.

Etapele procesului consta in urmatoarele etape:

e Sinteza cinconidinonei;
e Sinteza tartratului de cinconidina;
e Sinteza cinconidinei;

e Purificarea cinconidinei.

2.3.1. Sinteza cinconidinonei

Existd mai multe metode de oxidare a alcaloizilor cinchona in cetonele corespunzitoare, in
particular pentru oxidarea chininei la chininona. Rabe a reusit aceasta reactie de oxidare cu acid
cromic dar randamentele au fost mici.[179] Tn 1945, Woodward a adaptat metoda Oppenhauer
pentru oxidarea chininei, reusind oxidarea cantitativa prin utilizarea t-butiratului de potasiu in loc
de clasicul catalizator alcoolat de aluminiu.[180]

Cinconidinona se obtine prin oxidarea cinconinei aplicind metoda Oppenhauer
modificatd, utilizand benzofenona ca agent oxidant. Reactia care au loc este urmatoarea (schema

2.16)
pZ

41
Schema 2.16

Deoarece cinconina 3, materie prima, poate avea o umiditate de pana 7,5%, iar urmele de

apa ar putea duce la reactii secundare nedorite, este necesar cinconina supusd reactiei sa nu
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contind mai mult de 0,1% apa. Anhidrizarea cinconinei se face prin distilare azeotropa cu toluen.
Reactia de oxidare are loc in mediu bazic, la temperatura de 90 - 110°C. Dupa desdvarsirea
reactiei, cinconidona formata se extrage in solutie apoasd acida, din care se pune in libertate prin
alcalinizarea solutiei apoase pand la pH = 12 si se separd prin filtrare. In tabelul 2.7 sunt

prezentate rezultatele obtinute.

Tabelul 2.7.Conditiile optime ale procesului de sinteza a cinconidinonei 41

MATERII PRIME PRODUSI
Nr. Cantitate NaOH _
or CN + Tolen + H,SO, ?enzov cDO | Umiditate Es'i; Randament
DHCN KOH ©) e‘;";“‘ ©) (%) e (%)
© © g g
1 53,89 415 25+37.1 22 25 81,9 40,1 491 91,2
2 55,75 415 25+ 37,1 22 25 86,4 37,2 51,6 92.6
3 55,75 420 25+ 37,1 22 25 86,9 33,3 51,8 91.8

Din analiza rezultatelor obtinute se poate observa ca reactia de oxidare a cinconinei la
cinconidinona, utilizand ca agent de oxidare benzofenona decurge cu randamente bune de 91,2 -

92,6%. Puritatea produsului obtinut este de peste 99%.

2.3.2. Reducerea cinconidinonei la tartrat de cinconidina

Dintre multiplele metode de reducere a gruparii carbonil la grupa functionala hidroxil
descrise in literatura s-a optat pentru reducerea cu borohidrurd de sodiu datoritd conditiilor de
lucru operabile si disponibilitatea materiilor prime. Din masa de reactie cinconidina se separa Sub

forma de tartrat 42.(schema 2.17)

> V4
C|:OO'
HC—OH
N |
HCll—OH
| o _— COO
2
N
41 42

Schema 2.17
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Reducerea cu borohidrurd de sodiu are loc in mediu de alcool izopropilic, la temperatura
- 15°C, la pH = 4,5, prin dozarea alternativd a agentului de reducere si solutii apoase de acid
tartric. Acidul tartric se foloseste pentru separarea epimerilor obtinuti. Rezultatele obtinute sunt

prezentate in tabelul 2.8.

Tabelul 2.8. Rezultatele obtinute la sinteza tartratului de cinconidinona 42

Nr MATERII PRIME PRODUS FINIT
r S

S e |lg |E3 o S =
55 558323 5| £ |2.s < 5 |ES
oS, 5957128 % ¥ |558] 8B | O |2
O |<N & |8 & ) of= = = &

1 60 | 120 49 | 5,3 | 156 60,12 45,95 94,21 42,72 70,83

2 60 | 120 49 |53 | 112 56,16 41,18 96,5 37,31 61,76

3 60 | 120 49 |53 | 121 56,14 40,74 96,5 39,31 65,08

Reactia de reducere are loc cu un randament 61 — 70 %, obtindndu-se tartrat de
cinconidina cu puritate de 94 — 95%, umiditatea produsului obtinut variind intre 56 — 60%.
Compozitia s-a determinat prin analizd HPLC.

Cinconidina se pune in libertate prin tratare cu solutie alcoolice de tartrad de cinconidina
cu solutie apoasd de amoniac, la temperatura 40 — 50°C. Tartratul de cinconidina se dizolva in
alcool etilic, se incilzeste la 40°C si se dozeaza solutia amoniacald, pana la pH = 10. Produsul se
separa prin filtrare si se purifica din solutie apoasa prin neutralizarea solutiei apoase de sulfat de

cinconidina. Reactia care are loc este prezentatd in schema 2.18.
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Schema 2.18

Se obtine un produs, cinconidina, cristale albe de o calitate care se incadreaza
cerintelor impuse de normativele internationale in vigoare, chiar si ca produs farmaceutic.

Rezultatele obtinute la faza de sintezd a cinconidinei, respectiv purificarea acesteia  sunt

prezentate in tabelul nr. 2.9 si nr.2.10.

Tabelul 2.9. Rezultatele obtinute la sinteza cinconidinei 4

MATERII PRIME Produsi
Solutie Con‘;i_nut
Nr. Alcool etilic ciTnacr(t)?itd(ijr?a amoniac | Cinconidin | Filtrat Bazeollbere
(ml) © 25% a (g) 9) (%)
(ml)

1 900 256 60 111 1116 78,1
2 900 256 60 91 1060 83,6
3 900 300 90 109 1046 72,11
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Tabelul 2.10.Rezultatele obtinute la purificarea cinconidinei 4

Materii prime Produsi
Cinconidina Acid Hidroxid ) o )
) ) Apa Cinconidina | Continut | Randament
Nr sulfuric | de sodiu .
Cant | Cont Purificata (%) (%)
@ | (%) % % (ml) (9)
g /o m g
(9) (9)
1 111 | 78,1 136 433 2500 63 99,86 72,56
2 91 | 83,6 135 378 2259 55 99,94 72,23
3 120 | 72,11 193 600 2000 81 99.96 93,6

In urma acestor procese se obtine cinconidini de puritate 99,86 — 99,96% cu un randament
variind ntre 72 — 93%. In cazul in care se lucreaza in solutii mai concentrate, respectiv cu o
cantitate mai mica de apa in mediul de reactie randamentele sunt superioare (93,6%).

Pentru analiza cantitativd a alcaloizilor cinchona sunt recomandate metodele HPLC de
separare cu detectie UV.

Eluentul necesar determinarii cromatografice este format dintr-o solutie formata din fosfat
monosodic, trietanolamina, acetonitril si pH-ul este reglat la 2,3 cu acid fosforic.

Determinarile calitative si cantitative s-au efectuat utilizand o solutie standard ce contine
principalii alcaloizi cinchona. Aceasta solutie standard se foloseste pentru a determina timpii de
retentie caracteristici fiecarui compus.

Pentru determindrile cantitative si calitative a alcaloizilor cinchona s-a utilizat un
cromatograf HPLC Able&Jasco compus din: modul pompe PU-1580, modul gradient ternar LG-
980-02S, modul degazor DG -980-50, injector manual RHEODYNE, modul detector UV-1575,
program de procesare a datelor BORWIN 1.50

Pentru separare s-a utilizat o coloand cromatografica NUCLEOSIL C18, 250x4.6 mm,
particule 5. Detectia s-a efectuat la lungimea de unda A=316 nm. In figura 2.7 se prezinti o

cromatograma de calibrare.
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Figura 2.7. Cromatograma solutiei de calibrare, , conditii: coloand Nucleosil

C18(250x4,6mm), eluent CH3CH:tampon fosfat, debit 0,7 ml/min, =316 nm

In continuare se analizeazi solutiile de proba. Identificarea compusilor derivati ai
alcaloizilor cinchona se realizeaza pe baza timpilor de retentie caracteristici, determinati cu
ajutorul solutiei de calibrare.

Compozitia probei de analizat se realizeaz prin normarea ariilor picurilor. In figura 2.8 se

prezintd cromatograma obtinutd in cazul probei nr.1 de sinteza a cinconidinei.
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Figura 2.8. Cromatograma probei 1 de sinteza a cinconidinei, conditii: coloana Nucleosil

C18(250x4,6mm), eluent CH3CH:tampon fosfat, debit 0,7 ml-min, A=316 nm
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Timpii de retentie caracteristici pentru compusul cinconidind si dihidrocinconidind sunt

prezentate in tabelul 2.11.

Tabel 2.11. Timpii de retentie obtinuti la analizarea solutiei standard

RT —solutia de calibrare RT-proba
Compus ) )
(min) (min)
Cinconidina 7,243 7,269
Dihidrocinconidina 9,950 10,07

Rezultatele obtinute sunt comparabile, timpii de retentie fiind caracteristici compusilor
studiati. Diferentele determinate se incadreaza in limitele de variatie acceptate.
In urma analizarii rezultatelor obtinute se constatd cd probele contin cinconidind si

dihidrocinconidina in proportie de 99,84 — 99,96%.

2.4. Elaborarea si validarea metodei cromatorafice de analiza a QCI-ASA
Izolarea substantelor chimice din amestecuri si identificarea componentelor a reprezentat
intotdeauna una dintre obiectivele prioritare ale chimiei. La ora actuala nu numai in chimia
analitica ci si n tehnologia chimica se manifesti o cerere din ce in ce mai mare de compusi cu
puritate avansata. Separarea amestecurilor Tn componente este 0 operatie esentiala care permite
obtinerea acestora ntr-o stare cat mai pura. Aceasta separare se poate face la scara analitica, daca
ne intereseaza sa cunoastem numai compozitia amestecului sau la scara preparativa, daca vrem
sa obtinem fizic componentele separate.
Cromatografia de lichide de inaltd performantd acoperd azi, in proportie de aproximativ
80%, analiza substantelor moleculare organice, organo-metalice si anorganice. Impreuni cu
cromatografia de gaze constituie un punct de sprijin important in analizele chimice moderne.
Tn procesul de elaborare si punere la punct a unei metode lichid cromatorafice trebuie sa
se faca o alegere judicioasd a coloanelor — a fazelor stationare, fazelor mobile si determinarea

influentei temperaturii asupra separarii.
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Validarea unei metode lichid-cromatografice are drept scop verificarea in ce masura
metoda cromatografici elaborata corespunde scopului propus. In procesul de validare trebuie si
se aiba in vedere urmatoarele criterii: acuratetea, precizia, linearitatea, specificitatea, limita de

detectie si limita de cuantificare.

2.4.1. Elaborarea metodei de analiza prin cromatografie HPLC a QCI-ASA
QCI — ASA este un compus nou sintetizat cu potential biologic activ. Din acest motiv
am elaborat o metoda cromatorafica HPLC de determinare a acestui compus[181].
Determinarile s-au efectuat cu un cromatoraf Able-Jasco, echipat cu modul Pompa PU-
1580, modul gradient ternar LG-980-02S, modul degazor DG-980-50, manual Rheodyne 7125 de
20 pl, detector UV-1575. Lungime de unda de detectie: 254 nm.
Reactivi utilizati: hexilamina, fosfat acid de potasiu, metanol HPLC grade si acetonitril
HPLC grade, au fost procurati de la firma Merck. Apa bidistilata a fost preparata in laborator.
Prepararea probei: 25 mg QCI acetilsalicilat (QCI ASA), cantarit exact se introduce intr-
un balon cotat de 25 ml. Se adauga 10 ml metanol si se dizolva proba. Se completeaza continutul
balonului pana la semn cu metanol. Aceasta solutie reprezinta solutia stoc. Concentratia solutiei
stoc este de 1mg/ml. Pentru prepararea solutiilor de calibrare se dilueaza volume corespunzatoare
din aceasta solutie astfel incat in final concentratia solutiilor de lucru va fi: 50, 40, 25 si 10
pg/ml. Toate solutiile se filtreaza cu ajutdrul unei unitdti de filtrare, dimensiunea porilor 0,45
pm.
2.4.1.1. Stabilirea coloanei opmime pentru separare.
Pentru separarea acestui compus au fost testate urmatoarele coloane:
e Nucleosil C 18, 5pum, 250 x 4 mm
e Nucleosil C8, Sum, 250 x 4 mm
e Hipersil C18, 5u, 250 x 4 mm
e Lichrosphere RP18, Spum, 250 x 4 mm
Am efectuat determinarile prin injectarea probei de solutie de QCI ASA de mai multe ori
utilizdnd faza mobila compusa din: acetonitril- tampon fosfat (pH 3) 50:50 v/v, solutia continand
0,03 mol/l hexilamina, debit 0,5 ml/min.
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Cu fiecare tip de coloanda a fost cromatorafiata de 3 ori consecutiv, solutia de
concentratie 10 pg/ml. In cazul fiecdrei determinari s-a urmarit eficienta separarii — capacitatea de
separare si forma picului — factorul de asimetrie. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 2.12.

O separare buna necesitd valori rezonabile ale retinerii. Timpul de retinere este o masura
directd a retinerii. Acest factor este afectat de viteza de curere a fazei mobile prin coloana si
eventualele interactiuni a probei cu faza stationara. Un alt parametru, mai folosit este ” Factorul
capacitate” (k), care este egal cu raportul dintre timpul de retentie a probei in coloana si timpul
mort al coloanei.

Tabel 2.12. Rezultate obtinute la analiza QCI-ASA, stabilirea coloanei optime

Timp o ) )
Nr. Aria picului Capacitate ) )
Tip coloana retentie Asimetrie
Exp. ) (mV-s) k
(min)
1 Nucleosil C18 9,58 87743 915 11
2 Nucleosil C8 14,61 75914 1021 1,5
3 Hypersil C18 10,22 89161 942 1,15
4 Lichospher RP18 | 10,41 86791 969 1,44

In cazul in care determinirile s-au efecuat utilizand coloana Nucleosil C18 rezultatele sunt
satisfacatoare, timpul de retentie este 9,58 minute, separarea este corespunzdtoare, factorul de
capacitate fiind 915 si factorul de asimetrie este 1,1 foarte apropriat de cazul ideal, factor de
asimetrie 1.

Determinarile realizate cu coloana Nucleosil C8 nu au fost satisfacatare, timpul de retentie
este mai mare si factorul de asimetrie (1,5) este mult diferit de valoarea ideala 1.

Nici in cazul separarilor utilizand coloana Lichrospher RP18, colona in care umplutura
este formata din particule sferice, rezultatele nu sunt satisfacatoare, timp de retentie 10,41 minute
si factor de asimetrie 1,44.

Determinarile au aratat ca separarea noului compus QCD-ASA se realizeaaza cu rezultate

comparabile atat cu coloane NucleosilC18 cat si Hypersil C18.
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2.4.1.2. Stabilirea compozitiei fazei mobile

Tn cromatografia HPLC cu faze inverse, separarea se face pe faze stationare nepolare si o
faza mobila apoasda, moderat polard. Cu aceste faze stationare, timpul de retentie este mare
pentru molecule mai putin polare, in timp ce moleculele polare se elueaza mai repede. Se poate
creste retentia prin adaugare de apd in faza mobila, respectiv se poate scadea timpul de retentie
prin addugarea unei cantitdti mai mari de faza organica in eluent. Cromatografia cu faze inverse
opereaza pe principiul fortelor hidrofobe, care provin din simetria mare a dipolului apei. Legarea
analitului de faza stationara este proportionala cu suprafata de contact a segmentului nepolar al
moleculei analitului cu particulele de ligand, in eluent apos. Acest efect solvofobic este dominat
de capacitatea apei de “reducere a cavitatii” in jurul analitului si a lantului C18 a fazei stationare.
Eneria eliberatd in acest proces este proportionald cu tensiunea superficiala a eluentului si
suprafata hidrofoba a analitului.

Un alt factor important care afecteaza separarea este pH-ul eluentului, deoarece acesta
afecteaza hidrofobicitatea analitului. De obicei se utilizeazd o componentd tampon pentru
controlarea pH-ului. Utilizarea substantei tampon are mai multe scopuri:

e Controleaza pH-ul eluentului

e Neutralizeaza sarcinile gruparilor silicat nemodificate a fazei stationare

e Actioneaza ca agent pereche pentru neutralizarea sarcinii analitului.

Pentru optimizarea separarii noului compus QCI-ASA pe coloana Nucleosil C18 s-au
efectuat determinari utilizand faza mobila cu compozitie diferita si cu valori diferite ale pH-ului.

Natura fazei organice influenteaza forma picului substantelor cu caracter bazic. S-a studiat
eficienta separarii in cazul in care s-a utilizat faze mobile continand metanol si respespectiv

acetonitril, pe coloana Nucleosil C18. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 2.13.

Tabel 2.13. Rezultate obtinute la analiza QCI-ASA, stabilirea fazei mobile optime

Timp Aria .

Nr. . ; . . Capacitate . .

Ex Faza mobila retentie picului K Asimetrie
P- (min) | (mV-s)
Tampon fosfat (pH
111 1 1
1 3):metanol 50:50 17,51 %8 038 83
2 Tampon fosfat(pH 3): 958 | 87743 915 11
acetonitril 50:50
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Se constata ca in cazul utilizarii fazei mobile ce contine metanol, separarea nu este
corespunzatoare, timpii de retentie sunt mari, in medie 17,51 minute iar asimetria picurilor este
accentuatd, factorul de asimetrie easte 1,83. Rezultatele obtinute in cazul in care separarile s-au
efectuat utilizdnd faza mobild tampon fosfat (pH 3) si acetonitril sunt satisficatoare, timp de
retentie 9,58, factor de asimetrie 1,1.

Forma picurilor si separarea este influentata si de pH-ul eluentului. pH-ul fazei mobile
poate varia in intervalul 2-8. In acest interval este stabila faza stationara a coloanei. Pentru
studierea influentei pH-ul asupra separarii acestui substrat, s-a utilizat faze mobile cu valori
diferite ale pH-ului. S-au efectuat determinari cu faze mobile cu valori ale pH-ului 3, 5 si
respectiv 7. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 5.14.

Un pH = 3, este acceptat pentru a se asigura o stabilitate buna a coloanelor cromatografice
cu faze inverse. Tn general pentru compusii bazici este recomandata utilizarea unei faze mobile cu
pH aproximativ egal cu valoarea pk, al substantei.

Experimentele au dovedit (tabel 2.13) ca utilizarea fazei mobile ce contine tampon fosfat
cu pH = 3 este cea mai potrivita pentru separarea QCI-ASA, timpul de retentie fiind optim, iar

factorul de asimetrie cel mai apropiat de valoarea ideala, 1.

Tabel 2.14. Rezultate obtinute la analiza QCI-ASA, stabilirea pH-ului fazei mobile optim

Nr. Faza mobila Timp retentie | Aria picului | Capacitate | Asimetrie
Exp. (min) (mV-s) k
1 Tampon fosfat(pH 3): 9,58 87743 915 1,1
acetonitril 50:50
4 Tampon fosfat(pH 5): 20,41 68227 1116 2,05
acetonitril 50:50
7 Tampon fosfat(pH 7): 16,13 70046 994 1,56
acetonitril 50:50

Solutia tampon constituenta a fazei mobile a fost aleasa pe baza de fosfati. Deoarece
forma picului substantelor bazice este afectatd de interactiunile de schimb ionic, am preparat
solutia tampon utilizand fosfat monoacid de potasiu si nu de sodiu. Concentratia solutiei tampon
este de 0,06 M. Daca se depaseste concentratia de 0,1 M este posibil ca sarurile anorganice sa

precipite in faza mobila.
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In literaturd se arati ci in cazul in care eluentul contine si amine in concentratie 0,05M
separarea compusilor cu caracter bazic, este imbunatatit. Pentru realizarea unei bune separari sunt
recomandate aminele cu catend alifatica mai lunga deoarece datorita hidrofobicitatii acestea au rol
de mascare a suprafetei coloanei. Din acest motiv, pentru o separare mai buna, am preparat eluent
care contine 0,03 mol/l hexilamina.

Un alt factor important in separdrile cromatografice este debitul eluentului. Pentru
stabilirea valorii optime a acestui parametru s-au efectuat experimente utilizand debite diferite a
fazei mobile ( tabel 2.15). S-au efectuat determinari repetate cu solutia de lucru, utilizand eluent
Cu compozitia determinatd in experimentele anterioare. Debitele fazei mobile utilizate la aceste

determindri sunt: 0,5 ml/minut, 0,7 ml/minut si 1,0 ml/minut.

Tabel 2.15. Rezultate obtinute la analiza QCI-ASA, stabilirea debitului optim a fazei mobile

Faza mobila Timp Aria .
N Debit retentie picului Capacitate
ebi
Exp. iti L K
P Compozitia (miminy | (min) (MV-s) (k)
1 Tampon fosfat(pH 3): 05 9,58 87743 915
acetonitril 50:50
2 Tampon fosfat(pH 3): 0,7 5,25 79543 528
acetonitril 50:50
3 Tampon fosfat(pH 3): 1,0 3,62 64211 326
acetonitril 50:50

Debitul fazei mobile pentru o separare optima este de 0,5 ml/minut. Cresterea debitului
fazei mobile conduce la scaderea timpului de retentie si implicit a timpului determinarii, dar
separarea nu este corespunzaroare.

Experimentele efectuate au avut ca rezultat stabilirea compozitiei optime a fazei mobile
care sd permitd o separare eficientd. Aceasta este formatd din: tampon fosfat:acetonitril, 50:50
v/v, ce contine 0,030 mol/l hexilamina, pH=3. Reglarea pH-ului s-a ficut cu acid fosforic. In

figura 2.9 este prezentata o cromatograma obtinuta in conditiile optime stabilite experimental.
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2.4.2. Validarea metodei de analiza a QCI-ASA

Pentru evaluarea calitdtii unei metode de analizd, determinatd de performantele sale
analitice, este necesard validarea prin analiza unei substante de referintd cu aceastd metoda,
urmatd de compararea rezultatelor obtinute pe baza regasirilor procentuale si a deviatiilor
standard relative calculate (RSD%)[182].

Metodologia de validare are rolul de a demonstra ca o metoda de analizd corespunde
scopului pentru care a fost elaborata si ca performantele unei astfel de metode, stabilite prin studii
experimentale de laborator, satisfac cerintele pentru aplicarea ei la determinarea analitului
considerat[183,184].

Tn procesul de validare este necesar si se precizeze parametrii de validare a metodei, care

trebuiesc sa fie urmariti in cursul acestui proces.
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Tabel 2.16. Parametrii de performanta studiati in validarea completa a metodei de analiza

Parametrii Descrierea parametrilor
e Linearitatea e proportionalitatea modelului de calibrare
e Exactitatea e Demonstrarea absentei erorilor sistematice sau concordanta rezultatelor
cu valoarea adevarata sau cu media aritmetica a rezultatelor
e Abilitatea determinarilor analituluidintr-o matrice data, cu rezultate
apropiate 99-100%, deci exacte
e Precizia sau | e Demonstrarea absentei erorilor aleatoare, sau valoarea redusa a
fidelitatea acestora, demonstratd de concordanta rezultatelor intre ele
- Repetabilitatea - Caracterizatd de obtinerea unor rezultate precise, repetate, de catre
acelasi analist, in scurt timp
- Reproductibilitatea | - Caracterizata de obtinerea unor rezultate precise, repetate, de catre
Intralaborator acelasi analist, in zile diferite
¢ Robustetea o Abilitatea metodei de a raméane neafectatd la variatii mici ale
parametrilor metodei
e Limite
- De detectie e Concentratia minima sub care analitul nu poate fi determinat
- De cuantificare e Concentratia cea mai mica de analit, care se poate doza cu precizie

2.4.2.1. Evaluarea preciziei

Precizia este influentata de erorile sistematice si cele aleatoare.
aplicata in toate etapele ei. Pentru aceasta se aplicd metoda stabilitd de un numar mare de ori (9
determindri), cand trabuie s se obtind rezultate suficiente si statistic valide. Pentru evaluarea

preciziei, se calculeaza deviatia standard relativa (RSD) astfel:

deviatia standard

R5D = -100

media aritmetici

|. |.T[ - -El
deviatio standard = |
N n—1
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Precizia se evaluaza prin determinari repetate, evaluindu-se parametrii: timp de retentie si

aria picului. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 5.17; 5,18.

Tabel 2.17. Rezultate obtinute la analiza solutie cu concentratia 0,01 mg/ml

Nr. Timp Aria picului | Numar telere ) )
Asimetrie
Proba | retentie(min) (mV-s) teoretice
1 9,58 87377 18157 1,12
2 9,56 89432 18034 1,11
3 9,60 86368 18034 1,13
4 9,55 88143 18122 1,08
5 9,54 86421 18111 1,11
6 9,56 84437 18263 1,09
7 9,59 88573 18106 1,09
8 9,57 86548 18077 1,11
9 9,59 85321 18157 1,12
Medie 9,57 86958 18118 1,11
DS 0,0203 1586 70,77 0,016
RSD(%) 0,21 1,82 0,39 1,50

Table 2.18. Rezultate obtinute la analiza solutie cu concentratia 0,05 mg/ml

Nr. Timp Aria picului | Numir talere ) )
Asimetrie
Proba retentie(min) (mV-s) teoretice
1 9,57 4362419 18257 1,11
2 9,57 4399107 18024 1,12
3 9,60 4344073 18014 1,13
4 9,58 4357872 18162 1,08
5 9,53 4346227 18101 1,10
6 9,58 4379718 18283 1,09
7 9,59 4331119 18136 1,07
8 9,55 4357788 18107 1,10
9 9,60 4360298 18167 1,13
Medie 9,57 4359847 18139 1,10
SD 0,023 20034 91,72 0,021
RSD(%) 0,24 0,46 0,51 1,92
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In cazul celor noud experimente, efectuate consecutiv, Tn aceeasi zi, cu solutia de QCI-
ASA 0,01 mg/ml si 0,05 mg/ml se obtin timpi de retentie de 9,57 minute cu RSD de 0,21% si
respectiv 0,24%. Aria picului:
e in cazul solutiei de concentratie 0,01 mg/ml este de 86958 mV-s, RSD 1,82%,
e in cazul solutiei de concentratie de 0,05 mg/ml aria picului este 4359847 mV:s, RSD
0,46%.
Aceste valori indica precizia determinarilor, obtinandu-se valori statistic valide, RSD < 2%.
Valorile experimentale obtinute si validate statistic, indica si o reproductibilitate buna a metodei
de analiza propusa in conditii de variabilitate mica a parametrilor operatori.
Reproductibilitatea s-a evaluat prin efectuarea de determinari in trei zile consecutive,
pentru solutia QCI-ASA de concentratie 0,050 mg/ml, evaludndu-se precizia prin interpretarea

statistica a valorilor experimentale obtinute. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 2.19.

Tabel 2.19. Rezultate obtinute la analiza in zile consecutive a solutiei QCI-ASA

tl{ Ziua 1 Ziua 2 Ziua 3
arie

1 4362419 4378316 4359721

2 4399107 4400118 4384745

3 4344073 4393647 4339736

4 4357872 4341122 4366426

5} 4346227 4336721 4336429

Medie 4361940 4369985 4359911
RSD 0,51 0,67 0,47

Prin analizarea solutiei de QCI-ASA de concentratie 0,05 mg/ml in trei zile consecutive se
obtin rezultate aproximativ egale cu deviatie standard relativa, de 0,47% — 0,67%. S-au analizat
statistic valorile ariilor picului corespunzator QCI-ASA in cele trei zile ale studiului,
determinandu-se ariile cu o deviatie standard relativa (RSD) de 0,12%. Aceasta valoare este
odovada a robustetii metodei, deviatia standard relativa calculatd fiind mult sub valoarea 2,

valoare maxima acceptabila.
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2.4.2.2. Evaluarea linearitatii

Pentru evaluarea linearitdtii se traseazd curba de etalonare, variatia ariei picului cu
concentratia solutului. Se stabileste domeniul de liniaritate al metodei, adicd intervalul de
concentratii in care valoarea semnalului analitic este proportionald cu concentratia, de aceea In

acest domeniu de concentratii analitul se poate determina cu exactitate si precizie rezonabila,

acceptabila.

Pentru evaluarea liniaritatii se preparda solutii de concentratii 0,01mg/ml 0,025mg/ml
0,04mg/ml si 0,05 mg/ml QCI-ASA, prin dilutii succesive a solutiei stoc de are concentratia 0,1
mg/ml. Solutiile se analizeaza prin injectari repetate, se evalueaza statistic rezultatele prin
calcularea deviatiei standard relativa a raspunsului analitic obtinut. Prin reprezentarea grafica a
mediei valorii ariilor picurilor obtinute in functie de concentratie, se determina curba de etalonare.

Se evalueaza liniaritatea dreptei obtinute. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabel 2.20,

figura 2.10.

Tabel 2.20. Analiza solutiilor de QCI-ASA pentru evaluarea linearitatii

Nr. Aria picului (mV-s)
Proba 0,01mg/ml 0,025 mg/mi 0,04 mg/ml 0,05 mg/ml
1 87377 217121 343555 436241
2 89432 219443 341074 439910
3 90368 220173 345431 435407
4 90142 216531 347147 435787
5 86424 218933 342003 434322
Medie 88749 218441 343843 436335
SD 1755 15522 24789 21216
RSD(%) 1,98 0,71 0,73 0,49
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Figura 2.10. Curba de etalonare pentru QCI-ASA

O metoda de analiza este liniara si lipsita de abatere atunci cand panta curbei de liniaritate
trece prin origine si are un coeficient de corelatic R*= 0,9998.
Reprezentand grafic valorile obtinute experimental se obtine o dreapta a carei ecuatie este:
¢ (mg/ml) = 886725- a + 786
unde: c - concetratia
a — aria determinata prin cromatorafierea solutiei de analit

Tn tabelul 2.21 sunt prezentate rezultatele testarii liniaritatii pentru metoda HPLC propusa.

Tabel 2.21. Rezultatele testarii liniaritatii

Parametru Valori
Concentratie (pg/ml) 10 -50
Coeficient de regresie(R?) 0,9998
Panta 886725

Tn intervalul de concentratie 0,01 mg/ml - 0,05 mg/ml exista liniaritate intre aria picului
QCI-ASA determinati si concentratia probei, cu un coeficient de corelatie R* = 0,9998 > 0,99. O

valoare minima a coeficientului de corelatie a dreptei de 0,99 este limita minima admisa.
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2.4.2.3. Determinarea limitei de detectie si limitei de cuantificare
Limita de detectie este egala cu concentratia pentru care raportul semnal analit/zgomot de
fond este egal cu cel putin 3:1.
Limita de detectie se poate calcula pe baza deviatiei standard a raspunsului si panta dreptei
de linearitate_[ICH]
LD =33 a/P LQ=10o/P
Unde: o — deviatia standard al probei martor
P — panta dreptei
Pentru determinarea deviatiei standard a probei martor se injecteaza de trei ori o proba
preparatd asemanator prepardrii probei fard a introduce si analitul. Se injecteaza 3 trei ori aceasta

solutie si se inregistreaza valoarea ariei picului zgomotului de fond la timpul de retentie

corespunzator picului de analit. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 2.22.

Tabel 2.22. Rezultatele analizei probei martor

Nr. Timp de Arie pic
Proba retentie (mV-s)
(min)
1 9,56 803
2 9,55 778
3 9.69 793
Medie 9,60 791,33
SD 0,078 12,58

Astfel s-a determinat:
a = 12,58 mV:s
P = 8867525
Aplicand modul de calcul pentru limita de detectie si limita de cuantificare obtinem:
LD = 3,3 -12,58/8867525 = 0,0000046 mg/ml
LQ =10 -12,58/8867525 = 0,000014 mg/ml
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2.4.2.4. Verificarea robustetei metodei
Studiul robustetii permite sa se defineasca variatiile admisibile pentru parametrii
operatorilor critici, care nu au efect asupra validitatii rezultatelor furnizate de metoda de analiza.
Avand Tn vedere conditiile de analiza pentru produsul QCI-ASA s-a urmarit influenta:
- Variatiei debitului fazei mobile
- Variatiei pH-ului fazei mobile
- Variatiei lungimii de unda de detectie
Rezultatele obtinute in cazul varierii acestor parametrii cu £ 10%, sunt prezentate in
tabelul 2.24

Tabel 2.24. Rezultate obtinute la evaluarea robustetii metodeli

rametru Valoarea concentratiei de analit regasit
Debit pH Lungine de unda
conc 05mimin-10% | 05mimin-10% | 3—10% | 3+10% | 254nm -10% | 254 + 10%
1 0,47 0,50 0,52 0,50 0,50 0,51
2 0,47 0,51 0,51 0,52 0,51 0,50
3 0,49 0,51 0,51 0,51 0,50 0,50
Medie 0,476 0,506 0,513 0,51 0,506 0,503
ER(%) 4,8 1,2 2,6 2,9 1,2 0,6

Tn fiecare caz se calculeazi eroarea relativd in cazul acestor determiniri cu ajutorul
relatiei:
ER(%) = (A-0,5)/0,5 - 100
Erorile determinate variaza intre 0,6 — 4,8%. Rezultatele cu eroarea cea mai mare se
obtin la variatia debitului fazei mobile. In cazul variatiilor pH-ului fazei mobile, erorile relative de
determinare a continutului QCI-ASA variaza intre 2,6 — 2,9. Variatia lungimii de unda are
influenta cea mai mica in aceasta determinare.
Valorile experimentale obtinute demonstreaza ca metoda de analiza propusa este exacta,

permitand determinarea continutului rapid si precis.
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3. CONCLUZII

S-a realizat sintetiza a 8 produsi noi, obtinuti prin reactii de substitutiec SN2 a
alcaloizilor cinchona — cionconina si cinconidina. Compusii noi sintetizati sunt derivati
al l-azabiciclo[3.2.2]nona. Produsii noi sintetiszati au fost caracterizati prin
spectroscopie "H-RMN, IR, MS si analizi elementald. Acesti compusi sunt precursofi
pentru noi catalizatori de faza 1n reactii asimetrice precum a unora biologic activi.
S-au sintetizat 6 noi produsi, esteri ai alcaloizilor cinchona truncati QCI si QCD prin
reactia clorurilor de acid cu 1,2-aminoalcooli derivati ai alcaloizilor cinchona.
Compusii noi sintetiszati au fost caracterizati prin spectroscopie H-RMN, IR, MS si
analiza elementala. Randamentele de sinteza sunt bune.

S-au sintetizat 3 produsi noi, cu randamente bune, amide a alcaloizilor cinchona
truncati QCI si QCD prin reactia dintre clorurile de acil si 1,2-diamina QCINH,.
Produsii noi sintetiszati au fost caracterizati prin spectroscopic H-RMN, IR, MS si
analiza elementala.

S-au optimizat doud procedee de sinteza a doi compusi obtinuti prin substitutic a
alcaloizilor cinchona - cinconina si cinconidina, prin stabilirea raportului molar optim
a reactantilor.

S-a elaborat o noua tehnologie de sinteza a cinconidinei din cinconina, prin oxidarea
cinconinei la cinconidinond, urmata de reducerea cu borohidrurad de sodiu, in prezenta
de acid tartric. Prin tratare cu solutie de hidroxid de amoniu in mediu alcoolic si
purificare, se obtine cinconidina de puritate peste 99,9%. Sinteza a fost monitorizata
prin cromatorafie HPLC. Calitatea produsului respectd cerintele normative pentru
produse farmaceutice.

Pentru produsul nou, esterul acidului acetilsalicilic a QCI (QCI-ASA), produs
potential biologic activ, S-a eleborat o metoda de analizd prin cromatografie lichida
HPLC, stabilindu-se faza stationara optima si compozitia fazei mobile, care asigura o
separare buna.

S-a validat metoda de analiza elaboratd pentru compusul QCI-ASA, evaluandu-se

precizia, liniaritatea, robustetea, limita de detectie si limita de cuantificare. Studiul
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efectuat a demonstrat ca metoda de analiza elaborata pentru compusul QCI-ASA este
preciza, robusta si rapida.

Rezultatele au facut obiectul a doua articole unul publicat in revistele Studia, 2011 si
cel de-al doilea trimis spre publicare la Revue Roumaine de Chimie.

Rezultatele au fost prezentate si sub formda de douda comunicari stiintifice la

manifestdri interne si internationale.
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