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ABSTRACT

Compusul biologic activ investigat in cadrul acestui studiu este substanta
antimicrobiana numita ambazona. Acest compus face parte din clasa de medicamente
antimicrobiene, si este substanta activa din Faringosept, fiind des utilizata in tratamente locale
ale cavitatii bucale si faringiale. Pand in prezent, ambazona a fost putin studiatd din punct de
vedere al proprietatilor structurale sial posibilitatii de a forma noi forme solide. Formele solide,
care includ polimorfi, solvati, saruri hidrate si co-cristale, pot imbunititi in mare masura
solubilitatea, biodisponibilitatea si viteza de dizolvare a compusului activ.

Acest studiu este focusat pe obtinerea si caracterizarea structurald a unor noi forme
solide ale ambazonei. Necesitatea obtinerii de noi forme solide ale ambazonei s-a impus
datoritd faptului ca e foarte putin solubilda in apa, fapt ce afecteazi calitatea compusului
farmaceutic.

Teza este structurata in 3 capitole si se incheie cu cu concluzii generale si perspective.
In primul capitol sunt prezentate proprietasile fizico-chimice si farmaceutice ale ambazonei.
Capitolul 2 contine o scurtd descriere a metodelor utilizate pentru obtinerea formelor solide si
pentru cresterea monocristalelor. De asemenea, in aceastd sectiune sunt prezentate metodele de
investigare a formelor solide si a monocristalelor: metode termice (DSC, DTA-TGA), tehnici
spectroscopice (FT-IR, RMN) si tehnicile de difractie (pe pulberi si monocristale). Capitolul 3
contine rezultatele obtinute pentru compusii pe bazi de ambazona obtinuti in cadrul acestui
studiu. Pornind de la ambazona monohidrat, s-a obtinut forma anhidra a ambazonei prin diferite
metode de preparare. De asemenea, atat pentru ambazona monohidrat, cat si pentru cea anhidra,
s-a reusit obtinerea de monocristale prin difuzia de lichide (LDif), fiind astfel posibild o
caracterizare completd a structurii cristaline prin difractie de raze X pe monocristale. Mai mult,
au fost stabilite conditiile de transformare intre aceste doud forme ale ambazonei (monohidrat
sianhidrd).

O alta abordare a fost aplicarea a diferite metode de preparare pentru obtinerea de noi
forme ale ambazonei in amestec cu acidul acetic. S-a reusit astfel obtinerea a 3 forme solide
diferite prin metodele: Solvent Drop Grinding (SDG), Slurry (SL) si Vapor Digestion (VDig);
de asemenea, s-au obtinut monocristale prin metoda Vapor Diffusion (VDif). Toti acesti
compusi au fost caracterizati cu ajutorul tehnicilor prezentate in capitolul 2. Mai mult, metoda

SDG utilizatd 1n combinatie cu diferiti alti compusi (acid clorhidric, acid glutamic, acid



aspartic, acid p-Aminobenzoic, acid nicotinic si acid lactic) a dus la obtinerea a noi forme de
ambazona.

Investigarile structurale au aratat ca toti compusii obtinuti in cadrul acestui studiu sunt
saruri. Acest aspect este de o deosebitd importanta pentru industria farmaceutica, t{indnd cont ca
sarurile au o mai mare solubilitate, biodisponibilitate si ratd de dizolvare. Astfel, ca o
continuare a acestui studiu se impune investigarea acestor proprietati, pentru evaluarea

compusilor obtinuti in perspectiva utilizarii lor in industria farmaceutica.



CAPITOLUL 1

1 Introducere si motivatie

1.1 Ambazona: Istoric. Proprietati.

Ambazona este compusul activ al medicamentului Faringosept, are aspect de pulbere
microcristalina de culore brun-inchis; este inodord si insipida si este utilizata in tratamentele
locale la nivelul cavitatii buco-faringiale dar si in tratamente oncostatice. Ulterioarele studii
efectuate cu ambazona au evidentiat faptul ca are un spectru antibacterial similar cu cel al
sulfamidelor [Lober et Hoffman 1990] dar si ca este lipsita de reactiile adverse caracteristice
medicamentelor oncostatice [Kuhnel et al 1988, Baumgart et al 1990, Amlacher et al 1990].
Desi ambazona a fost descoperita inca din anii '50 de catre Domagk, este putin caracterizata din
punct de vedere al proprietatilor structurale si a posibilitatii de formare de noi forme solide.
Necesitatea obtinerii si a caracterizarii de forme solide rezulta din aceea ca, acestea pot sa
imbunatateasca foarte mult proprietatile compusului activ din medicamente in ceea ce priveste
solubilitatea, biodisponibilitatea si viteza de dizolvare a acestuia. Tn cazul ambazonei nu au fost
raportate forme solide, iar structura cristalina si moleculara a acesteia a fost determinata doar
din pulberi [Mocuta et al 2008]. Necesitatea obtinerii de forme solide pentru ambazona rezulta
din faptul ca aceasta este foarte putin solubila in apa iar formele solide noi pot contribui la
cresterea solubilitatii acesteia si implicit la imbunatatirea calitdtii acestui compus farmaceutic.
Prezentul studiu are ca obiectiv principal obtinerea a cat mai multor forme solide ale
ambazonei, caracterizarea acestora din punct de vedere structural prin diferite tehnici, precum
si determinarea structurii cristaline si moleculare pe monocristale de ambazona si pentru

formele noiobtinute.

1.2 Notiuni fundamentale: Polimorfism. Saruri. Cocristale.

In termeni stiintifici, ,jpolimorfism” reprezinti abilitatea unui material — cu aceeasi
compozitie chimica — de a exista In mai multe tipuri de structurd cristalina cu caracteristici
fizico-chimice diferite si este un fenomen de larg interes in industria farmaceutica [Bernstein
2006]. Pe plan mondial, cercetarile referitoare la polimorfism si obtinerea de noi forme solide
se axeaza pe sinteza si caracterizarea fizico-chimica si structurala a formelor solide, in vederea

imbunatatirii calitatii medicamentelor si reducerea efectelor secundare. Identificarea a cat mai
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multe forme solide are un impact major ih domeniul tehnologiei, deoarece diferite forme
cristaline pot genera 0 gama larga de proprietdti fizico-chimice diferite care pot afecta utilizarea
materialelor solide. Formele solide includ: polimorfi (acelasi compus cu structura cristalina
diferita), solvati (in structura cristalina a compusului este inclus solventul), hidrati (in structura
cristalina a compusului sunt incluse si molecule de apa), saruri sau co-cristale care includ n
structura cristalind doi componenti diferiti. Diferitele forme solide care se pot obtine pentru un
compus sunt reprezentate in Figura 1.1. Este posibila obtinerea de sare in cazul in care diferenta
dintre pK; pentru compusul de pornire si pK, pentru compusul cu care se combina acesta este
mai mare cu doud unititi. In acest caz are loc un transfer de proton de la acid la bazi. Co-
cristalele sau ,,multi-componente moleculare cristaline” [Bond 2007], sunt structuri moleculare
care se leaga in general prin legaturi de hidrogen. Mult timp co-cristalele s-au considerat a fi
cristale multicomponente ce contin unititi moleculare diferite din punct de vedere chimic in

unitate asimetrica [Etter et al 1993].
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Figura 1.1. Reprezentarea schematica a relatiei structurale dintre polimorfi (solvati, co-
cristale, saruri) si faze amorfe.



CAPITOLUL 2

2 Forme solide. Metode de preparare. Metode de
Investigare

Metodele cele mai utilizate in obtinerea de noi forme solide sunt: recristalizarea din
solutie (RC), "solvent-drop™ grinding (SDG), expunerea la vapori de solvent sau digestie de
vapori (VDig) si slurrying (SL) [Brittain 2009].

Recristalizarea (RC): Este metoda cea mai uzuala aplicatd in vederea obtinerii de noi

forme solide sau pentru cresterea de monocristale. Se prepard o solutie saturatda a compusului
cu unsolvent si lasa sa se evapore solventul.

Metoda solvent drop grinding (SDG): Probele in forma solida se amestecd manual intr-

un mojar de agat impreuna cu cateva picaturi de solvent pana cand devin uscate.

Metoda Slurrying (SL): Materialul solid impreuna cu o cantitate de solvent insuficientd

pentru a-1 dizolva complet, se lasd in agitatiec pentru o anumitad perioada de timp. Acest
experiment se realizeazi de obicei pentru o perioadad de 2-4 saptdmani sau mai mult.

Digestie de vapori (VDig): Materialul solid se expune pentru diferite perioade de timp

la vaporide solventi sau amestecuri de solventi.

In scopul obtinerii de monocristale dintr-o substants, se folosesc diferite metode cum ar
fi: cristalizare prin evaporare lenta din lichid sau amestecuri de solventi (RC), expunerea
substantei solide la diferite conditii de umiditate sau regimuri de temperaturd, difuzie de vapori
de lichid (VDif) si difuzie de lichide sau cristalizare multistrat (LDif) [ Brittain 2009]. Procesul
de cristalizare consta Tn doi pasi succesivi care includ procesul de nucleatie si procesul de
crestere a cristalului.

Difuzie de vapori (VDif): Este nevoie de doud incinte dispuse una in interiorul

celeilalte:in prima incintd (vas Berzelius) se pune substanta dizolvata intr-un solvent care se
evaporda mai greu iar in a doua incintd se pune un solvent volatil in care substanta este
insolubild. Ceidoi solventi trebuie sa fie miscibili.

Difuzie lichid-lichid (Ldif): In aceastd tehnicd se pot utilize doi (sau trei) solventi,

primul in care substanta sa fie solubila iar n al doilea solvent trebuie sa fie insolubila. Primul

solvent este mai volatil decit al doilea.



CAPITOLUL 3

3 Rezultate experimentale

3.1 Ambazona monohidrat si anhidra

Ambazona monohidrat CgH11N7S-H,O ([4-(2-(Diaminomethylidene)hydrazinyl) phenyl]
iminothiourea) (AMB) este un compus cu o solubilitate relativ joasa, are masa moleculara de
255.3 g/mol si punctul de topire intre 192°C si 194°C, 1insotit de descompunere [Fichtner et
Arnold 1983, Kuhnel et al 1988], Formula structurala este prezentata in Figura 3.1.1.
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Figura 3.1.1. Formula structurald a Ambazonei

Ambazona anhidrd (AMBanh) a fost obtinutd prin expunerea ambazonei monohidrate la
tratament termic timp de 30 minute, la temperatura de 140°C, urmata de o racire lenta la 25°C.
Aplicand metodele descrise n Capitolul 2 au fost preparate diferite probe, si ulterior investigate
prin metodele analitice recomandate pentru studiul formelor solide, anume: analize termice
(DTA si TGA), difractia de raze X pe pubberi (PXRD) si pe monocristale, spectroscopie in
infrarosu cu transformata Fourier (FTIR), rezonantd magnetica nucleara pe solide (RMN) si
Microscopie electronica de baleaj (SEM). In Tabelul 3.1.1 sunt prezentate informatii referitoare
la prepararea probelor.

Tabelul 3.1.1. Preparea probelor

Precursori Metode
AMBanh : Acetoni Recristalizare (RC) 2zile, 25°C
AMB : H,0 Solvent drop grinding (SDG), mojarare

manuald in mojar de agat Sminute

AMB : AMBanh : Dichl

(10mg:70mg:2ml)
AMB : AMBanh : Dichl : H,O Slurrying (SL)
(10mg:70mg:2ml:0.04ml) 5 zile

AMBanh : Dichl : H,O
(90mg:2ml:0.04ml)




3.1.1 AnalizaDTAsi TGA

Masuratorile termice pentru AMB si AMBanh au fost efectuate de la temperatura
camerei pani la temperatura de 400°C, cu o rati de incilzire de 10°C/min.

Analizele simultane DTA-TGA pentru AMB (Figura 3.1.2.a) au aratat doud evenimente
termice bine-definite: unul endotherm la ~ 135°C asociat cu o pierdere de masa TGA de ~
6,5%, care corespunde cel mai probabil pierderii apei de cristalizare; un eveniment exoterm la
~215°C, asociat cu o pierdere de masa de ~30,7% datorata procesului de descompunere
termica. Datorita descompunerii puternice, evenimentul de topire a AMB, nu este clar definit.
Tn cazul AMBanh, este vizibila pe curba DTA doar descompunerea evidentiata prin semnalul

exoterm si nu exista nici un semnal endoterm vizibil caracteristic pierderii de apa.
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Figura 3.1.2. Termogramele DTA si TGA pentru: AMB (a) si AMBanh (b).

3.1.2 Difractia de raze X pe pulberi (PXRD)

Analiza PXRD arata ca prin aplicarea unor metode diferite de recristalizare si folosirea
de solventi diferiti, forma de ambazona monohidrat se transforma n forma anhidra si vice-
versa. Prin recristalizarea ambazonei anhidre cu acetona se obtine ambazona monohidrat iar
prin recristalizare cu cloroform rezulta forma anhidra (Figura 3.1.3.a). Prin aplicarea metodei
slurry s-a pregitit o solutie saturata din ambazona monohidrat si anhidra cu diclormethan
(Dichl) si alta proba identica, dar la care s-a adaugat apa (AMB: AMBanh: Dichl), (AMB:
AMBanh: Dichl: H20). Probele au fost ldsate in suspensie timp de 5 zile . (Figura 3.1.3.b.)

Din analiza probelor prin difractic de raze X pe pulberi, s-a constatat ca proba
AMB+AMBanh+Dichl_SL este identici cu AMBanh, dar este diferita de proba la care s-a
adaugat si apa AMB+AMBanh+DichHH,O_SL, care este identica cu ambazona monohidrat.



Intensitatea (u.a.)

Intensitatea (u.a.)

Figura 3.1.3. Difractogramele de raze X pentru formele obtinute prin recristalizare din
cloroform si acetona (a), Slurry timp de 5 zile (b), comparate cu AMB si AMBanh.

In  Figua 3.1.3c sunt [
prezentate transformarile structurale
care au loc in urma recristalizarii prin

diferite metode. Se observa ca in

functie de metoda de cristalizare

RC
AMBanh+Acetona i

~
AMB+AMBanh+Dichl+H20 ~ AMB+AMBanh+ Dichl

SL SL
140 °C 30min

AMB =sssiiiime-- AMBanh

A

AMBanh+Dichl+H20

ambazona monohidrat se transforma

in ambazona anhidra si invers.

c

Figura 3.1.3. Diagrama transformarilor datorate

proceselor aplicate probelor (c).

3.1.3 Difractie de raze X cu variatie de temperatura (VTPXRD)

Pentru a urmari posibilele modificari in forma solida a ambazonei monohidrate s-au

efectuat masuratori prin difractie de raze X
cu variatie de temperaturd prin incdlzire
(VDPXRD). A fost incdlzit un esantion de
AMB la temperaturi diferite, in intervalul
de temperatura 90-210°C si s-au colectat
informatiile din difractogramele de raze X
inregistrate, la temperaturile respective
(Figura 3.1.4.). Tn intervalul de temperatura
de 25-90°C difractogramele obtinute pentru
AMB sunt similare deci prin urmare, nu

existd modificari In forma solida. La 100°C,

Intensitatea (u.a.)

240

L L L L L
19 27 31 35 39 43

w
<l

ze?’)
Figura 3.1.4. Difractogramele de raze X
pentru AMB la diferite temperaturi.



apare forma anhidra de ambazona si isi mentine cristalinitatea pana la 198°C. Dupa aceasta
temperatura la 210°C materialul este complet amorf. Putem concluziona ca ambazona
monohidrat este stabild termic in stare solida de pana la 198°C, dupa care structura colapseaza

n faza amorfa.

3.1.4 Analiza prinspectroscopie in infrarosu cu transformati Fourier (FTIR)

Spectrele de absorbtie FTIR au fost inregistrate pentru ambazona monohidrat (AMB) si
pentru forma anhidra (AMBanh) (Figura 3.1.5.a,b). Analiza FTIR a evidentiat faptul ca
diferenta dintre Spectrele obtinute pentru forma monohidrat respectiv anhidra a ambazonei, se
datoreaza modificarilor structurale care se reflectd Tn benzile de absorbtie caracteristice

aminelor primare si secundare.

. . amine secundare
amine primare . 1520
] amine primare
amina secundarg
’(g 3395 35453129 ‘;:
= 3413 3357 2
L ) )
@ &
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Figura 3.1.5. Spectrele FTIR obtinute pentru ambazona monohidrat i anhidra in intervalul
spectral 4000-2500 cm* (a) si 1800-1000 cm™ (b).

Pentru AMB au fost identificate vibratiile de ntindere ale aminelor primare in jurul
valorilor de ~3398 si 3232 cm™®, respectiv la ~3397, 3415 si 3214 cm'! pentru AMBanh (Figura
3.1.5.a). Vibratiile de intindere ale aminelor secundare au fost identificate la ~3145 cmi* pentru
AMB, respectiv ~3129 cm™* pentru AMBanh [Socrates 2001].

Pentru AMB, benzile de intensitate medie, de la ~1636 si 1613 cm sunt atribuite
vibratiilor de deformare C = N [Stilinovic et al 2008], aceste vibratii conducand la o banda
relativ larga In jurul valorii de ~1649 cm™ in spectrul obtinut pentru AMBanh. Vibratiile de la
~1592, 1586 cm* pentru AMB respectiv AMBanh sunt atribuite vibratiilor de deformare din
amine primare NH; [Koleva et al 2009, Socrate 2001]. Vibratiile de deformare din aminele
secundare de la ~1509 cm™ corespunzitoare ambazonei monohidrate, sunt deplasate la ~1520

cm?, in spectrul de forma anhidra AMBanh.



3.1.5 Analiza prin spectroscopie de rezonanti magneticd nucleard pe solid (CP/MAS

NMR)

Tn spectrele *C CP/MAS NMR (Figura 3.1.6.), s-au identificat opt linii de rezonanti,
corespunzitoare celor opt carboni care se gasesc in structura moleculei de ambazona: (i) liniile
de rezonantd din regiunea 110-140 ppm corespund atomilor de carbon protonati din inelul
aromatic C3, C4, C6, C7, (ii) cele doua linii de la ~146 ppm sunt atribuite atomilor de carbon
neprotonati C2, C5, iar (iii) liniile de rezonantd de la 162 ppm si 175 ppm sunt atribuite

carbonului C8, respectiv carbonului C1.

r—+ v T [ T Tt T T [ T T T T [ T T T T LN A B B S B
180 170 160 150 140 130 120 110
d 13C [ppm]

Figura 3.1.6. Spectrul **C CP/MAS NMR ale AMB (vR = 15 kHz, CP =2 ms).

3.1.6 Microscopie electronica de baleaj (SEM)

In Figura 3.1.7.ab, sunt
prezentate imaginile SEM obtinute
pentru ambazona monohidrat,

respectiv.  anhidra sub formd de

pulbere cristalina. Se observa

morfologia diferita a celor doi a b

compusi AMB si AMBanh. Figura 3.1.7. Imaginile SEM pentru AMB (a) si
Ambanh (b).

3.1.7 Determinarea structurii cristaline si moleculare prin difractie de raze X pe

monocristale

Monocristalele de ambazona monohidrat si ambazona anhidra au fost obtinute prin
aplicarea metodei de cristalizare multi-strat (sau difuzie de lichide). Au fost folosite trei straturi
de lichid, suprapuse si lasate sa difuzeze.

AMB: Din ambazona monohidrat cu acetona s-a preparat 0 solutie saturatd. Din aceasta

solutie 2 ml a fost plasata intr-o eprubeta apoi s-a adaugat pentan 2 ml sieter 2 ml.
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AMBanh: Din ambazona monohidrat cu acid p-Aminobenzoic §i nitromethan S-a
preparat o solutie saturatid. Din aceasta solutie s-a plasat 2ml intr-o eprubeta apoi s-a adaugat al
doilea strat de 2ml tetrahydrofuran si al treilea strat cu 2ml de hexan.

Sistemele inchise, au fost lasate
sa reactioneze timp de 5 zile la
temperatura camerei. Monocristalele de

ambazond monohidrat si anhidrd au

fost vizualizate cu microscopul 1in
lumind polarizati. S-au obtinut cristale a b
in formd de plachete de dimensiuni Figura 3.1.8. Monocristalele de AMB (a) si
AMBanh (b).
~0.08-0.3 mm, acceptabile pentru
masuratori de difractic pe monocristale (Figura 3.1.8.a, b).

Din analiza de difractic de raze X pe monocristale s-a stabilit sistemul cristalografic,
parametrii celulei elementare si grupul spatial. De asemenea, s-a stabilit configuratia
moleculara, legaturile de hidrogen si impachetarea moleculard pentru ambazona monohidrat
(Figura 3.1.9, 3.1.10). Exista patru unitati asimetrice in celula elementard, si 0 molecula de
ambazoni monohidrat in unitatea asimetrici. In structura monocristalului de ambazoni
monohidrat sunt prezente urmatoarele legaturi de hidrogen: S1-N1: S1-N12: N14-015 (apa):
015-S1: N2-O15 (apa). Molecula de apa face legitura dintre cele doud molecule de ambazona

prin puntile de hidrogen care se formeaza.

Date cristalografice pentru ambazona monohidrat

Formula moleculara Cg Hi1 N7 S ‘H,O
Masa molara 255.30 g/mol
Sistemul cristalografic monoclinic
Grupul spatial P2;/c

Parametrii celuleielementare  a = 7.2008(10) A, b = 7.2753(9) A, ¢ = 22.363(2) A
o =90.00°, B = 90.00°, y = 90.00°.

Volumul celulei 1171.55(20) A3

Z (Nr. Molecule pe celula) 4 (1 moleculd pe unitatea asimetrica)
Densitatea calculata 1.368 g/cm®

R 0.08

Goodness-of-fit on F2 1.272.

Desi toate toate unghiurile sunt de 90 °, sistemul cristalografic este monoclinic.
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.’:nz ‘1

Figura 3.1.9. Configuratia Figura 3.1.10. Tmpachetarea moleculari si legiturile de
moleculard pentru ambazona hidrogen pentru ambazona monohidrat.
monohidrat

Analiza pe monocristale de ambazond anhidra a condus la determinarea sistemului
cristalografic, parametrii celulei elementare si a grupului spatial. De asemenea s-a determinat
configuratia moleculara, legaturile de hidrogen si Tmpachetarea moleculard pentru ambazona
anhidra (Figura 3.1.11, 3.1.12.). Existd doua unitati asimetrice in celula elementara, si doua
molecule de ambazona anhidra in unitatea asimetrica. S-au identificat urmatoarele legaturi de

hidrogen: S1-N11, S1-N12, N6-N15. Moleculele de ambazona se leaga intre ele prin punti de

hidrogen.
Date cristalografice pentru ambazona anhidra
Formula moleculara CgHi1 N7 S
Masa molara 237.30 g/mol
Sistemul cristalografic monoclinic
Grupul spatial P1211(no.4)

Parametrii celuleielementare  a=7.847(10) A, b =17.856(2) A, ¢ =8.365(2) A
o =90.00 °, = 109.45(2) °, y= 90.00 °

Volumul celulei 1105.2(3) A

Z (Nr. Molecule pe celula) 4 (cu2 molecule pe unitatea asimetrica)
Densitatea calculata 1.426 g/cm’

R 0.0995

Goodness-of-fit on F? 1.141

12



Figura 3.1.11. Configuratia Figura 3.1.12. Tmpachetarea moleculari si legiturile
molecularad pentru ambazona anhidra de hidrogen pentru ambazona anhidra.

3.2 Ambazona cu acid acetic

Ambazona monohidrat are valorile lui pKy(B): 6.27; 7.37; 10.67 [Kuhnel et al 1988],
[Lober et Hoffmann 1990, Petersen et al 1955] iar acidul acetic (C2H407) are pK,(A) in jur de
4.76, motiv pentru care s-a incercat obtinerea unui compus de tip sare, din ambazona cu acid
acetic. Probele au fost preparate prin trei metode: SDG, SL si VDig. In scopul identificarii
diferitelor forme solide obtinute, probele au fost investigate cu PXRD (3.2.1.). Pentru
caracterizarea lor ulterioara pentru fiecare forma solida au fost aplicate metode suplimentare de
analiza (3.2.2-3.2.4).

3.2.1 Difractia de raze X pe pulberi

In urma analizelor PXRD s-au constatat urmatoarele:

1. Difractogramele obtinute pentru probele de ambazona (AMB) cu acid acetic (ACE)
preparate prin metoda SDG 1in raport molar (1:1) si (2:1) sunt diferite intre ele si fata de
ambazona purd. Aceste doud forme ale ambazonei cu acid acetic au fost notate notate cu F1
(proba cu raportul molar 1:1), respectiv F2 (proba cu raportul molar 1:2), (Figura 3.2.1.).

2. Probele obtinute prin metoda SL, preparate cu acid acetic sau cu amestec din acid
acetic sidiclormetan au fost identificate prin PXRD ca fiind identice cu forma F2.

3. Au fost preparate trei probe prin metoda Vdig, anume prin expunerea ambazonei
monohidrate sub forma solida la vapori de acid acetic pentru timpi diferiti. Analiza PXRD a
aratat ca proba obtinuta dupa 32 ore este 0 forma noua si a fost notata cu F3. Probele expuse la
vapori de acid acetic timp de 14 zile si 30 de zile au difractogramele identice cu cea obtinuta

pentru forma F2. Proba obtinuta dupa 5 zile de Vdig este o suma dintre formele solide F2 si F3

13



(Figura 3.2.2.). Tn concluzie se poate preciza ci dupa 32 de ore de expunere la vapori de acid
acetic apare prima faza F3, dupa care incepe si se transforme partial in F2 dupa 5 zile (este un
amestec dintre F2 si F3) si este complet transformata dupa 14 zile. Forma identificata ca fiind
cea mai stabila este forma F2. Forma F2 ramane stabila chiar si dupa expunerea la vapori de 30

de zile.

130~ T T T T T T T T T 7] 160 =

160 [

40 |

Intensitatea (u.a.)
Intensitatea (u.a.)

1 1 1 1 - i n I I I I 1 1 I 1
3 7 11 15 19 23 27 31 33 39 ] 5 B 11 15 0 ) 31 33 30 5

e
26() 26()

Figura 3.2.1. Difractogramele de raze X Figura 3.2.2. Difractogramele de raze X
pentru formele obtinute cu acid acetic, pentru proba AMBACE_VDig-5Day si
comparate cu difractograma ambazonei. probele F2 si F3.

Din indexarea difractogramelor pentru formele F2 si F3 s-au obtinut urmatoarele
rezultate:

- forma F2 cristalizeaza in sistemul monoclinic avand grupul spatial este C, si parametri
de retea: a =16.548 A, b =7.1592 A, ¢ =16.5713 A, B = 96.521°, o =y = 90°.

- forma F3 cristalizeaza n sistemul monoclinic cu grupul spatial C,,c avand parametri de
retea: a=19.0198A, b=9.2478A c=17.8843A, B =92.535°, o =y = 90°.

3.2.2 Analize DTAsi TGA

Termogramele obtinute pentru formele solide noi F1, F2 respectiv F3 sunt ilustrate in
Figura 3.2.3.(b-d). Termograma obtinuta pentru AMB a fost inclusa pentru comparare (Figura
3.2.3.a) dar 0 analiza detaliata a acesteia a fost expusa anterior.

Analiza termogravimetrica pentru F1 (Figura 3.2.3.b.) aratd ca F1 prezintd o stabilitate
termica pana la temperatura de 60°C deoarece nu este detectata o variatie in masa a probei pe
curba TGA. 1n intervalul de temperaturi 60-158'C apare un eveniment endotermic, cu
maximul la 115°C si se inregistreaza pe curba TGA o pierdere de masi ~15%. Aceasta pierdere
in masa este atribuita fenomenului de deshidratare sieliminarea de acid acetic, concomitent cu
topirea probei. Cel de al doilea eveniment exotermic se observa in intervalul in intervalul de

temperaturd de 158 - 205°C, cu un maxim situat la aproximativ 172°C, asociat in TGA cu o
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pierdere de masa de 10%. Acest eveniment este probabil legat de descompunerea termica a
probei, avand in vedere faptul ca pierderile suplimentare de masa de 7.5% si 11% sunt
observate in intervalul de temperatura de 205-400°C.

Analiza DTA-TGA obtinuta pentru proba F2 (Figura 3.2.3.c) aratd trei evenimente
majore bine definite. Primul eveniment este unul endotermic situat in jurul valorii de ~65°C
asociat pe curba TGA cu o pierdere de masa de 2%, atribuita eliminarii apei. Al doilea
eveniment este de asemenea endotermic, localizat in jurul valorii de ~130°C, cu o pierdere de
masa TGA de 25% datorat cel mai probabil pierderii de acid acetic si topirii formei solide.

Trebuie remarcat faptul cd, In forma F3 aceste doua evenimente se suprapun. Mai mult,

unal treilea eveniment exotermic se observa si este asociat cu descompunerea termica a formei
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Figura 3.2.3. Termogramele DTA si TGA pentru: AMB (a) si formele F1 (b), F2 (c), F3 (d).

Analiza DTA-TGA pentru F3 (Figura 3.2.3.d.) evidentiazd doud evenimente majore:
Primul eveniment endotermic situat in jurul valorii de ~156°C corespunde pierderii de acid
acetic (indicat prin peierderea de masa pe curba TGA) si topirii formei solide. Al doilea
eveniment exotermic si la care ii corespunde o pierdere de masa este legat de procesul de

descompunere termica, la fel ca si in cazul formelor F1 si F2.
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3.2.3 Difractia de raze X cu variatie de temperatura

Difractia de raze X cu variatiec de temperaturd a fost aplicata formei F1 in vederea

evidentierii eventualelor transformari ale formei solide atunci cand este incalzita. Proba F1 a

fost incalzita la diferite temperaturi, in intervalul 25-110°C iar difractogramele de raze X au

fost inregistrate pentru fiecare
temperatura  (Figura 3.2.4.). 1In
intervalul de temperatura 25-82°C
difractogramele arata similar
deoarece nu au loc transformari de
fazi.la temperatura de 100°C
predomind forma amorfd in timp ce
la 110°C compusul devine complet
amorf. Se poate concluziona ca
forma F1 este relativ stabild termic in
stare solidd pand la 100°C, dupa care

structura colapseazi n faza amorfa.
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Figura 3.2.4. Difractogramele PXRD obtinute pentru
forma F1, cu variatie de temperatura in intervalul 25-

110°C.

3.2.4 Analiza prinspectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier

Spectrele de absorbtie au fost Tnregistrate pentru ambazona monohidrat si pentru noile
forme solide F1, F2 i F3. (Figura 3.2.5 a, b).

1590
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5 3427 33185 5 [ 1600 612
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3145 1592
e 1636
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4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 1800 1700 1600 1500 1400

Numar de unda (cm’1)
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Numar de unda (cm'1)

b

Figura 3.2.5. Spectrele FTIR in intervalul spectral 4000-2400 cmi* (a) si 1850-1300 cmi* (b)
pentru AMB, F1, F2 si F3.

Analiza spectrala a benzilor de absorbtie arata ca apare 0 modificare a benzilor de

vibratie caracteristice aminelor primare respectiv secundare, din structura ambazonei. Aceste
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schimbari pot fi explicate ca urmare a protonarilor la gruparile amino din structura ambazonei
(Tabelul 3.2.1.).

Tabelul 3.2.1. Analiza FTIR pentru AMB si formele F1, F2, F3.

AMB | ~3400, 3230 cm * ~3145cm* NH ~1636 cmt C-C
NH, ~ 1592, 1509 cm* C=N ~1447, 1417 cm’t

F1 ~3427,3263 cmi™* ~3155 NH,* ~1696 cm™ Cc-C
NH;* ~1512, 1600 cm? C=N ~1429, 1408 cm'*

F2 | ~3412, 3297 NH5" ~3200 NH," ~1678 cm™ C-C
~1510, 1600 cm* C=N ~1480, 1427 cm’t

vibratie noud la 3000 cm*

F3 | ~3420, 3300 NH3" ~3163 NH," ~1672 cmt C-C

~1514, 1590 cm'?, C=N ~1476, 1396 cm*
vibratie noua la 3230 si
2970 cm'?

3.2.5 Determinarea structurii cristaline si moleculare prin difractie de raze X pe
monocristale

Monocristalele de acetat de ambazona au fost obtinute prin metoda difuziei de vapori
(VDif). S-au obtinut monocristale cu forma de plachete (Figura 3.2.6.), de dimensiuni intre
0.08-0.3 mm care au fost analizate prin difractie de raze X pe monocristale.

S-a determinat structura cristalind a compusului
conform metodologiei de difractie de raze X pe
monocristale. Corectia de absorbtie s-a facut utilizaind
metoda analitica corespunzatoare unui model de cristal
cu mai multe fete. S-au determinat sistemul

cristalografic, parametrii de retea si din reflexiile

interzise a rezultat grupul spatial S-a stabilit

configuratia moleculara, legiturile de hidrogen si Figura 3.2.6. Monocristalele de
acetat de ambazond vazute cu
impachetarea moleculard in celula elementard pentru microscopul n lumina polarizata.

acetat de ambazona (Figura 3.2.7, 3.2.8).

Exista opt unitati asimetrice in celula elementara, iar o unitatea asimetrica contine o
molecula de ambazona si doud molecule de acid acetic. Pentru acetat de ambazona s-au
identificat urmatoarele legaturi de hidrogen: N6-O1, N5-02, N5-O3, N4-S1,N1-02, 04-0O1.
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Date cristalografice pentru acetat de ambazona

Formula moleculara CioHigsN;O4 S
Masa molara 356.39 g/mol
Sistemul cristalografic monoclinic
Grupul spatial C 2/c (no. 15)

Parametrii celuleielementare  a=19.1681(16) A, b = 9.3693(17) A, ¢ =17.976(3) A
a.=90.00°, B = 94.00(1)°, y= 90.00°

Volumul celulei 3220.48(80) A3

Z (Nr. Molecule pe celuld) 8 (1 molecula de ambazona si doua molecule de acid acetic
pe unitatea asimetrica).

Densitatea calculata 1.470 g/em®

R 0.0877

Goodness-of-fit on F2 1.272

Figura 3.2.7. Configuratia moleculari ~ Figura 3.2.8. Impachetarea moleculari pentru acetat
silegaturile de hidrogen pentru acetat de ambazona..
de ambazona.

3.3 Ambazona cu acid clorhidric

Prin metoda SDG, s-a preparat o proba de ambazond monohidrat (AMB) cu acid
clorhidric (HCI), in raport molar de 1:1, la temperatura camerei, timpul de lucru fiind de 4 ore.

S-a observat schimbarea culoriit AMB din brun rosiatic in maro-galbui.

3.3.1 Analize DSC, DTAsi TGA
Curbele DSC obtinute pentru AMB respectiv pentru compusul obtinut prin SDG
(AMBHCI_SDGQG) arata diferit (Figura 3.3.1.). Curba obtinutd prntru ambazona, contine un

semnal larg endothermic intre 105 - 143°C, cu maximul la 125°C si AH = 36 kJ/mol, la care
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corespunde pierderea de molecule de apa, urmat de al doilea semnal larg, exothermic la 204°C,
AH =75 kJ/mol datorat descompunerii ambazonei.

Curba DSC obtinuta pentru AMBHCI SDG prezinta trei semnale: un semnal larg
endotermic cu maximul la 77°C, AH=38 kJ/mol, atribuit pierderii moleculelor de apa care
apare in curba DSC pentru AMB la ~ 125°C; al doilea semnal larg endotermic situat intre 121-
160°C, cu maximul la 144°C si AH=18 kJ/mol, datorat probabil pierderii de acid clorhidric si
care nu se regaseste in curba DSC obtinutd pentru ambazona. Al treilea semnal este unul
exotermic care are maximul la 190°C, cu AH=185 kJ/mol, corespunzitor fenomenului de topire
insotitd cu descompunerea probei. Acest semnal exotermic apare pentru ambazond la

temperaturd mai ridicatd, respectiv la ~ 204°C.

DSC
mw ——— AMBHCI SDC DTA
20452 C T(E: ——— AMBHCI SDC TGA I?JI,A
30 Heat-527.21 J/g 10¢ —mee 533006 " 1sc
Heat -653.21 J/g o 14
20 190.98 C
i 43¢
Heat-63.32J/g ! sd
14397¢C° /) 12
wl . ~TT -~ [~ AMBHCLSDG
77.13C s
Heat-131.25 J/g T 70 10
0 125.14C AMB
Heat-142.63 J/g od e R
o 50 T0¢ T5¢ 20C 25¢ 30C 350
100 200 300. Temp. (°C) Temg [C]
Figura 3.3.1. Termogramele DSC pentru Figura 3.3.2. Termogramele DTA si TGA
AMB si AMBHCI SDG. pentru AMBHCI_SDG.

Din masuritorile simultane DTA-TGA realizate pentru AMB (Figura 3.1.2.a) si
respectiv pentru compusul AMBHCI SDG (Figura 3.3.2.), s-a constatat ca apar pierderi de
masa datorate eliminarii de apa si de acid clorhidric. Aceste pierderi de masa corespund

fenomenelor care au fost identificate si in masuratorile DSC.

3.3.2 Difractia de raze X pe pulberi
In urma difractiei de raze X pe pulberi pentru AMB si AMBHC| SDG \(Figura 3.3.3.)

s-au evidentiat diferente semnificative intre cele doud difractograme.
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In  urma indexarii [Boultif et al 1400 [

2004] difractogramei de raze X obtinute 1200f l .

pentru AMBHCI _SDG s-a stabilit sistemul moo; . | i

dr cristalizare ca fiind monoclinic, avand g : |

urmitorii parametrii de retea: a = 7.006 A, f‘:z

b=13.017 A ¢ =16.959 A, g=107.17"si g

volumul celulei elementare V =1477 A3, )

Cel mai probabil grup spatial este P2y,

avand doar o moleculd pe unitatea

asimetrica. Figura 3.3.3. Difractogramele de raze X pentru

AMB sipentru AMBHCI1 SDG.

3.3.3 Analiza Spectroscopici in Infrarosu cu Transformata Fourier

Prin compararea frecventelor de vibratie caracteristice gruparilor functionale din
spectrul AMB cu cele din spectrul obtinut pentru compusul AMBHCI_SDG (Figura 3.3.4.a, b),
se observa ca acestea apar deplasate spre valori mai inalte. Acest fapt se datoreaza protonarilor
la aminele secundare ~2980 cm* respectiv la amine primare la ~1686 cm™. Formarea unui
compus de tip sare este argumentata prin aparitia noii benzi de la ~ 3267 cm* [Socrates 2001].
Datele obtinute din analiza FTIR indica formarea hidroclorurii de Ambazona prin identificarea

. . - s . . +
frecventelor caracteristice protondrii la aminele prinare NHy".

protonarea la 1612
3125 3134 amina primara n
hoooa2e7 ) 686 11625
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Figura 3.3.4 Spectrele FTIR pentru AMB si AMBHC1 SDG in regiunea spectrala 4000-2500
cm* (a) respectiv 1800-1300 cmi* (b).

3.3.4 Analiza prin spectroscopie de rezonanti magnetica nucleara pe solide
Spectrele *C CP/MAS NRM ale AMB si AMBHCI SDG (Figura 3.3.5.a.), contin opt

linii de rezonantd corespunzatoare pozitiilor atomilor de carbon din structura moleculara
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acompusilor. Tn cazul compusului AMBHCI SDG se observi o modificare importantd a
pozitiei liniilor de rezonantd comparativ cu pozitiile liniilor de rezonanta pentru AMB. Aceste
deplasari sunt atribuite efectului de inel aromatic [Gomes et Mallion 2001] si prezentei cl
care perturba o posibild aranjare © — 1 in AMB. Intrucat toate liniile de rezonanti pentru AMB
si AMBHCI SDG nu sunt multiplicate, se poate concluziona ca exista doar o singurd molecula
pe unitatea asimetrica, rezultat in concordanta cu rezultatele PXRD.

Spectrul **N CP/MAS NMR (Figura 3.3.5.b) pentru AMBHCI SDG sunt formate din
sapte linii de rezonantd. Aceste linii se pot atribui dupa cum urmeaza: doua grupari NH; cu
liniile de rezonata la 44.3 si 45.8 ppm; linia de rezonanta la 105.6 ppm se atribuie aminelor
secundare protonate NH,"; dous grupari NH la 141 si respectiv 171.5 ppm, si doua legaturi de

azot non-protonate la inelul aromatic, cu liniile de rezonanta la 266 si 282.8 ppm.

w 1| I
h m || DJ\

| | P\ | \J :
Jo NIV U o

ﬂ‘ L 1(#( . N
TV W AT S o V.

||||||||||||||||||||||

180 160 140 100 300 2 200 150 100

8 13C [ppm] N
3 I5N[ppm]

a
b
Figura 3.3.5. Spectrele **C CP/MAS NMR pentru AMB si AMBHCI1 SDG, inregistrate la o

frecventa de rotatie vg = 10 kHz, CP = 1,5 ms (a). Spectrele **N CP/MAS NMR pentru
AMBHCI_SDG (b).

3.4. Ambazona cu acid glutamic

Acidul L-Glutamic (CsHyNO4) este un aminoacid non-esential care datorita
proprietatilor deosebite pe care le poseda are aplicatii si in terapia cancerului [Otsuka et al
1994]. Ambazona, contine mai multe grupari amino de unde rezulta proprietatea ei de a capta
electroni si ca urmare poate sa formeze saruri cu diferiti acizi. Acidul glutamic (Glu) prezinta
valoarea pKa = 2.01 pentru COOH, iar ambazona are valorile pKa de: 6.27; 7.37; 10.67, ceea
ce indica posibilitatea obtinerii de saruri prin combinarea acestora. In acest scop, s-a preparat
ambazona (AMB) cu Glu prin metoda SDG, in raport molar de 1:1 folosind ca solvent apa

bidistilata. S-a observat o schimbare in culoarea produsului.
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3.4.1. Analize DSC, DTA si TGA
In urma comparirii termogramelor DSC obtinute pentru compusul AMBGIu_SDG si
pentru AMB (Figura 3.4.1.a) s-a evidentiat ca pierderea de apd nelegatd, are loc la 97°C in
compusul AMBGIu_SDG si AH = 19 kJ/mol spre deosebire de AMB unde semnalul
endotermic este la 125°C. Semnalul exotermic ascutit cu maximul la 204.5°C si AH = 75
kJ/mol in cazul AMB apare deplasat pentru compusul preparat prin SDG la 187.8°C si

AH=106 kJ/mol, femonen atribuit descompunerii suprapuse cu topirea probei.
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% u
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Figura 3.4.1. Termogramele DSC pentru AMB si AMBGIu SDG (a), Termogramele DTA si
TGA pentru AMBGIu_SDG (b).

Analiza termogramelor DTA si TGA obtinute pentru AMB (Figura 3.1.2.a) si pentru
compusul rezultat prin metoda SDG, AMBGIu_SDG (Figura 3.4.1.b) scoate in evidenta
diferentele dintre comportarile termice ale acestora. Termograma DTA pentru AMBGIu_SDG
aratd trei evenimente bine definite: primul eveniment endotermic cu maximul la o temperatura
de ~107°C corespunzator eliminarii de apa printr-0 pierdere de masa mai mica decat in cazul
ambazonei, respectiv de ~5.84 %; al doilea eveniment endotermic cu maximul la 192°C sio
temperaturd de Tonsee = 189 °C, este atribuit inceputului topirii compusului AMBGIu_SDG
fiind evidentiat si printr-o pierdere de masa de 7,46%. 1n intervalul de 195 — 210°C se continua
descompunerea ambazonei si a acidului glutamic (Tonset cli= 198°C) fenomene evidentiate prin
semnalul exotermic larg cu maximul la 204°C. Informatiile rezultate din analizele DSC si
DTA-TGA sunt in buna concordanta si indica formarea unui compus de tip sare de ambazoma

cuacid glutamic.

3.4.2. Difractia de raze X pe pulberi
Difractogramele obtinute pentru AMB, Glu si AMBGIlu_SDG (Figura 3.4.2.) sunt total

diferite ceea ce indica formarea unei noi forme solide intre ambazona siacid glutamic.
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Din indexarea difractogramei

s-a stabilit sistemul cristalografic al

compusului ca fiind monoclinic i~ 1200f
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Figura3.4.2. PXRD pentru AMB, Glu si
AMBGIu_SDG.

3.4.3. Analiza prin spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier

Spectrele FTIR obtinute pentru AMB, Glu si AMBGIu_SDG sunt prezentate in Figura
3.4.3.a,b. Pentru noul AMBGIu_SDG vibratia de la ~3426 cm™* se atribuie gruparii amine

primare. Vibratia de la ~3258 cm corespunde protonarii aminei primare NHs" [Socrates

2001]. Banda localizata la 3145 cm® in spectrul pentru AMB este deplasati in spectrul

compusului AMBGIu_SDG la ~3158 cm* ceea ce confirmi protonarea aminelor secundare

[Ivanova et al 2010].

protonarea aminei primare

protonarea aminei secundare
3426 315}/\
o N\325831% 5030
" S A
R N

AMBGIu_SDG o S
-~ _ - 73398

Absorbanta (u.a.)

Absorbanta (u.a.)

3300 3000 2700

Numar de unda (cm™)

3600

a

protonarea aminei— - 1601 1527 protonarea aminei primare
secundare 1616’\1 \ L~
\

Glu,

1900 1800 1700 1600 1500 1400 1300

Numar de unda (cm'1)

b

Figura 3.4.3. Spectrele FTIR pentru AMB, Glu si AMBGIu_SDG in regiunea spectrala 4000-
2500 cm* (a) respectiv 1800-1000 cm(b).

Banda localizati la 2930 c¢m* poate fi atribuitd la vibratiilor de intindere NH," din

aminele secundare protonate. Banda ascutitd de intensitate medie de la 1698 cm™* poate fi
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atribuitd vibratiilor de deformare NH," din solid [Socrates 2001]. Amina secundari prezinti o
bandi de intensitate medie la 1616 cm, corespunzitoare vibratiei de deformare a aminei
secundare protonate NH,". Tn domeniul spectral 1650-1475 cm* benzile de la 1601 respectiv
1527 cm™* pot fi atribuite vibratiilor de deformare asimetrice NHs*, das*and das™ [Ivanova et al
2010]. Pe baza frecventelor vibrationale si a benzilor noi inregistrate in spectrele IR, se poate

concluziona ca s-a format 0 noua forma solida de ambazona cu acid glutamic.

3.4.4. Analiza prin pectroscopie de reyonanti magnetici nucleari pe solide
Spectrele 3C CP/MAS NMR obtinute pentru AMB, Glu si AMBGIu_SDG sunt prezentate n
Figura 3.4.4. Ambazona si acidul glutamic prezintd opt, respectiv cinci linii de rezonanta,
corespunzatoare pozitiilor neechivalente ale carbonului din structurile moleculare ale
compusilor. Deplasarile chimice ale liniilor de rezonanti corespunzitoare spectrelor **C CP/

MAS NMR obtinute pentru cei trei compusi sunt prezentate in Tabelul 3.4.1.

5 5 5
AMB | Glu | AMBGIu_SDG
[ppm] [ [ppm] [ppm]
Pri(r’l?lﬂﬁfa 112.9 120.1
o | 1205 123.1
129.5 - 129.7
WWWWMMM €3 C4 | 1400 - 133
C6, C7) ]
Non- -
o prl‘r’lml"’l‘:fa 146.7 - 141.4
«mw ERIRRT TP TSR S o i )
PT— | 147.1 ] 144.3
(C2, C5) ;
cs 162.1 155.2
C1 174.8 174.9
Jm I MJ Cla - 256 28.9; 29.2
- o C2a ; 27.7 33.4: 355
i LU C3a ; 54.4 53.8: 55.5
LB % Cla ; 177.8 | 177.5:178.1
C5a ; 178.8 | 180.1: 181.0

Figura 3.4.4. Spectrele 3C CP/MAS NMR Tabelul 3.4.1. Deplasirile chimice *°C

pentru AMB (a), Glu (b) si AMBGlu SDG CP/MAS NMR pentru AMB, Glu si
(). AMBGIu_SDG.

Din analiza pozitiei liniilor de rezonanti, se poate concluziona ca: (i) exista doua
conformatii neechivalente pentru moleculele de acid glutamic in unitatea asimetrica a
compusului AMBGIu_SDG, (ii) linia de la 180.1 ppm (si, respectiv, 181.0 ppm) indica
prezenta gruparii COO, ceea ce dovedeste ca AMBGIu_SDG este o sare. Prezenta unei mici
cantitati de acid glutamic ramas nereactionat dupa reactia chimicd cu ambazona este indicata

prin sigeti in Figura 3.4.4. [SDBS 2007].
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3.5. Ambazona cu acid p-Aminobenzoic

Acidul p-Aminobenzoic (PABA) sau vitamina Bjg este un compus organic cu formula
chimica (NH,0,C7Hy7), putin solubil in apa, cu masa molara de 137.14 g/mol, iar temperatura
de topire de 187°C si PH de 3.5, este non-toxic si folosit in tratarea cancerului melanotic
precum si in activitatea antitumorald de radiatii ionizante [Chakrapani et al 2008]. Deoarece
atdt ambazona cat si PABA au efecte pozitive n tratamentele antitumorale, s-a incercat
obtinerea de noi forme solide prin combinarea ambazonei CgH;11N7S-H,O (AMB) cu acidul p-
Aminobenzoic (PABA). Tn prezentul studiu s-a obtinut o forma noua forma solida de ambazona
cu PABA, aplicand metoda SDG unei probe din ambazona cu acid aminobenzoic in raport

molar de 1:1, folosind ca solvent apa, timp de 30 minute.

3.5.1. Analize DSC, DTAsi TGA

Analiza termicd DSC pentru AMB, PABA si pentru compusul obtinut prin metoda
SDG, AMBPABA SDG (Figura 3.5.1) prezinta: un semnal endotermic intre 80 si 100°C, care
corespunde pierderii de molecule de apa, respectiv un semnal ascutit exotermic in intervalul
165-195°C, datorat probabil descompunerii si topirii compusului. Semnalul ascutit endoterm de
pe curba DSC obtinutd pentru PABA la 191°C, corespunde procesului de topire, ca urmare a
degradarii substantei.

DsC
v

499.06J/a TGA ——— AVMBPABA SDC DTA DTA
204.52C % ——— AMBPABA SDC TGA ™

10G- \7561;% 17€
\\-4.19%
90 120

251.68Jfa
30 i
-33.41J/ s
89.05C L

20 PR ... AMBPABA _SDG

2= . _e—~=——-—~PABA
i 8d

7.90a

i 19171¢C

= aaaca .,
— == \
5 147 500/a AME

125.14C

70-

60-

50- 1-0
T 2010 30-0 50 10C 15C Temzpo[cC] 25C 30C 35C
Temp [C]

Figura 3.5.1. Termogramele DSC pentru Figura 3.5.2. Termogramele DTA-TGA pentru
AMB, PABA si AMBPABA SDG AMBPABA _SDG

Termogramele obtinute pentru comiousul AMBPABA SDG (Figura 3.5.2) indica
eliminarea apei la temperaturd mai joasa, datorita prezentei acidului PABA. Acest eveniment
este evidentiat prin doua pierderi de masa de 5.6 respectiv 4,2% (TGA), carora le corespund
doud semnale largi endoterme (DTA) cu maximele la 62°C si 93°C. Tnceputul topirii si
procesul de descompunere are loc intre 140 si 185°C cu o pierdere de masa de 7.8%, care este

asociat cu un varf exotermic larg cuprins in intervalul de temperatura 100-186°C, cu maximul
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la 176°C. Pierderea de masa finald de 23.5%, are loc in intervalul de 190-300°C, cand se

elimind componente volatile si se continua descompunerea compusului AMBPABA SDG.

3.5.2. Difractia de raze X pe pulberi

Difractogramele comparate evidentiaza 1800

. . . - 1600
formarea unui compus diferit fatd de

compusii de pornire (Figura 3.5.4.). Din e
1200
indexarea  difractogramei  compusului

AMBPABA_SDG  au fost determinati

1000

AMBPABA_SDG

800

Intensitatea (u.a.)

parametrii celulei elementare: 600
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Figura 3.5.3. Difractogramele de raze X ale
AMB, PABA si AMBPABA SDG.

3.5.3. Analiza prin spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier

Din analiza benzilor de absorbtie pentru AMB si AMBPABA SDG (Figura 3.5.4) s-au

atribuit vibratiile de intindere si de deformare (Tabelul 3.5.1) datorate gruparii amine primare

NH, care apar modificate 1n spectrul
compusului AMBPABA SDG obtinut prin 3241
- ’;: 3335\‘33081 3156
SDG. Formarea de sare de ambazona cu 2 3420
. . : o =

acid p-aminobenzoic a fost demonstratd prin £ M
modificarea  vibratillor de intindere a (-

.. R . . 333{3364
gruparii NH in amine [Otsuka et al 1994] si - i i O
prin identificarea benzilor de absorbtie 4000 3500 3000 1700 1600 1500

Numar de unda (cm")

Figura 3.5.4. Spectrele FTIR pentru AMB,
PABA si AMBPABA SDG in intervalul
spectral 4000-1450 cm™.
Tabelul 3.5.1. Frecventele de vibratie in IR pentru AMB si AMBPABA SDG.

protonate (Tabelul 3.5.1.).

Domeniul AMB AMBPABA_SDG
spectral cm? cm? cm?
3400-3200 ~3398, 3232 vibratii de intindere vyp2 ~3420, 3385, 3308 vibratii de intindere vnp2
~3241 vibratii de intindere vyH3+
3200- 2700 ~3147 ~3156 vibratii de intindere vyH2+

vibratii de intindere vy
1800-1500 ~1636, 1613 vibratii de intindere C=N |~1684, 1560 vibratii de deformare NH3" 3as-, das-
~1592 vibratii de deformare ~1615 vibratii de intindere vyH2+
1600-1500 ~1509 vibratii de deformare dnH ~1513 vibratii de deformare oy
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3.5.4. Analiza prin spectroscopie de rezonanta magnetica nucleara pe solide

Din spectrele de rezonanti magnetica nucleard pe solide, ale izotopului *C, obtinute
prin CP/MAS pentru AMB, PABA, respectiv AMBPABA_SDG (Figura 3.5.6) s-au stabilit
urmatoarele concluzii:
() Analiza calitativda a spectrului de
frecvente pentru compusul

AMBPABA SDG indici formarea ©
unei forme solide noi, diferite fata de J\ Mj\u\v
compusii. AMB si PABA (Figura M P N ®
3.5.6);

(if) diferenta cea mai importanta este JLJLJW”

schimbarea majora fata de spectrul

T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110

AMB prin deplasirile chimice si 8 1C [ppm]
Figura 3.5.6. Spectrele de rezonanta pe
solid RMN, pe izotopul 13C pentru AMB (a),
pentru C1 i C8; PABA (b) si AMBPABA SDG (c) cuvg =15 kHz
siCP =2 ms.

largimea liniilor de rezonanta in special

Misurdtorile 3C RMN pe solide sunt in concordantd cu rezultatele PXRD ceea ce

argumenteaza formarea noii forme solide de ambazona para-aminobenzoate.

3.6. Ambazona cu acid aspartic

Acidul Aspartic C4H7NO4 (ASP) face parte din clasa amino acizilor, este solubil in apa
siactioneaza ca un neuro-transmitator excitator, are rol de generator de energie celulara dar si
in stimularea cresterii productiei de imunoglobuline si anticorpi. Acidul aspartic are valorile
pKa de: 1.88, 3.65, 9.60 iar ambazona are valorile pKa de : 6.27; 7.37; 10.67, ceea ce indica
posibilitatea obtinerii de saruri prin combinarea acestora. Prin metoda SDG au fost preparate
doua probe ambazona cu acid aspartic la temperatura camerei, in raport molar de 1:1, folosind
pentru umectarea amestecului solid ethanol: pentru prima proba a fost aplicata SDG timp de 5
minute (AMBASP_SDG 5min) iar pentru a doua proba timpul de lucru a fost de o ora
(AMBASP_SDG 1h).

3.6.1.Analize DTA si TGA
Din analiza termogramelor DTA si TGA obtinute pentru proba AMBASP_SDG 5min

(Figura 3.6.1.a), se constati cd prezinti un semnal endoterm cu maximul la 47°C caruia ii
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corespunde o pierdere de masd de 3.93%, pierdere care este asociatd cu eliminarea apei
nelegate. Tn intervalul de 180-220°C se observid un semnal exoterm cu maximul la 211°C

asociat cu o pierdere de masa de 30.23%, fenomen datorat descompunerii probei Tnsotita de
topire.

TGA —— AMBASP_SDG 5mir DTA DTA TGA ——— AMBASP1l DTA DTA
% — —— AMBASP_SDG 5mir TGA W % — — — AMBASP1i TGA

100 - 39270 20 100

~4.575% 212 118

~ -30.626%
\
\
410
—

L | rs0231%

90
90,

80

80,

70

70,
60

60,

50

700.0¢ 200.0C 700 200
Temg [C Temg [C

a b
Figura 3.6.1. DTA-TGA pentru: AMBASP_SDG 5min (a) si AMBASP_SDG 1h (b).
In urma analizei termogramelor DTA-TGA pentru proba mojaratd timp de o ora

AMBASP_SDG 1h (Figura 3.6.1.b), nu se constata diferente semnificative fatd de proba

mojaratd 5 minute.

3.6.1. Difractia de raze X pe pulberi

Deosebirile dintre difractogramele de raze X pentru AMB, ASP, AMBASP_SDG 5min
si AMBASP SDG 1h (Figura 3.6.2) evidentiazd obtinerea a doud forme solide pentru
ambazond cu acid aspartic. Cele doud forme solide rezultate in urma procesului SDG de 5
minute respectiv o ord, nu contin linii de difractie de la ambazond sau de la acid aspartic,
dovedind astfel obtinerea unor compusi relativ puri. In urma indexarii difractogramei pentru
compusul AMBASP SDG 1 ord, s-au determinat parametride retea:

a=21.37A, b=6.09 A, c=855 A, a=90°, B=96.65,v=90°

S-a determinat sistemul de cristalizare ca fiind monoclinic.
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Figura 3.6.2 Difractogramele de raze X pentru
probele AMBASP_SDG 5min si AMBASP_SDG 1h.

3.6.2.Difractia de raze X pe pulberi cu variatie de temperatura

Tn scopul verificarii rezultatelor obtinute prin analize termice, au fost efectuate pe proba

mojaratd timp de o ord, masuratori de difractie de raze X cu variatie de temperaturda in

intervalul 25-240°C (Figura 3.6.3).

Din analiza difractogramelor obtinute se
constatd ca compusul AMBASP SDG
1h isi mentine stabilitatea panda la
temperatura de 198°C. Tntre 198 si 240°C
are loc trecerea de la faza cristallind la o
faza amorfi. Acest rezultat este 1in
concordantd cu masuratorile DTA-TGA,
care prezintd un eveniment exotermic la
temperatura de  212°C,  atribuit
descompunerii  suprapuse cu topirea

compusului.
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Figura 3.6.3 Difractogramele de raze X pentru
proba AMBASP_SDG 1h, incalzita in intervalul

de temperaturd 25-240°C.

3.6.3. Analiza prin spectroscopie in infrarosu cu transformatia Fourier
Din analiza spectrelor FTIR obtinute pentru AMB, ASP si compusii AMBASP_SDG
5min respectiv AMBASP_SDG 1h, (Figura 3.6.4.a, b) se observa ca vibratiile corespunzatoare

gruparilor functionale amino se modifica in cazul compusilor obtinuti prin metoda SDG timp

de 5 minute, respectiv o ora.
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Vibratia aminei primare de la ~3398 cm® din spectrul AMB se regiseste in spectrele
obtinute pentru compusii AMBASP _SDG 5min, respective AMBASP SDG 1h, dar este
deplasati spre valori mai mari, la ~3472 cm™. Vibratiile localizate in jurul valorii de ~3355 cnv
! pentru AMBASP_SDG 5min respectiv 3357 cm*  pentru AMBASP_SDG 1h, corespund

grupirii NHz" dinaminele primare protonate [Socrates 2001].

protonarea 3059 protonarea protonarea

aminei primare 0 aminei secundare sictoriatea aminei primare

aminei secundare 1651 1386

1h

Absorbanta (u.a.)
Absorbanta (u.a.)

AMB 1500 e
e L , , Sl
3900 3600 3300 3000 2700 2400 1950 1800 1650 1500 1350 1200 1050
Numér de unda (cm") Numar de unda (cm™)
a b

Figura 3.6.4. Spectrele FTIR in domeniul spectral: a. 4000-2400 cm* respectiv b. 2000-1000
cm? obtinute pentru AMB, ASP, AMBASP_SDG 5min, AMBASP_SDG 1h.

Vibratia localizati la ~3147 cm™ in spectrul AMB, este deplasati in spectrul
compusului obtinut prin SDG 5 minute la ~3196 cm?, respectiv la ~3201 cm i spectrul
compusului obtinut prin SDG o ora, ceea ce confirma protonarea aminei secundare n cazul
ambilor compusi [lvanova et al 2010]. Banda noui de la ~3076 respectiv 3059 cm™ poate fi
atribuitd vibratiei de intindere (NH,") datoratd protonirii la amina secundara [Socrates 2001].

Benzile largi de intensitate medie de la ~1689 respectiv 1651 cm™ corespunzitoare
probei AMBASP_SDG 5min respectiv AMBASP_SDG 1h, pot fi atribuite vibratiilor de
deformare din amina secundari protonati NH," [Socrates 2001]. Benzile de intensitate medie la
~1621 respectiv 1618 cm' identificatte in cazul probei AMBASP_SDG 5min si
AMBASP_SDG 1h, corespund vibratiei de deformare din amina primard protonati NHs".
Obtinerea a doua forme solide noi de ambazona cu acid aspartic este justificata prin protonarile

din aminele secundare si prin deplasarile care se produc in spectrele noilor compusi.

3.6.4. Analiza prin spectroscopie de rezonanti magnetici nucleara pe solid
“CRMN
Spectrele 13C CP/MAS NMR (Figura 3.6.5.) obtinute constau din opt linii de rezonanti
pentru ambazoni, respectiv sase linii de rezonanti pentru acidul aspartic. Tn cazul probelor
AMBASP_SDG 5min si AMBASP_SDG 1h, se constata ca spectrele RMN au un numar diferit

de linii de rezonanta atat intre ele cat si fata de liniile obtinute pentru ambazona.
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Din analiza spectrului **C CP/MAS NMR pentru proba AMBASP SDG 5min, rezultd
ca apare o neechivalenta a acidului aspartic in retea si de aici se poate concluziona ca cel mai
probabil avem in unitatea asimetrici doud molecule de acid aspartic pentru o molecula de
ambazona.

Deplasarile chimice ale liniilor de rezonantd pentru AMB, ASP sicele doud probe de
ambazond cu acid aspartic preparate prin SDG 5 minute, respectiv 0 ora sunt prezentate in
Tabelul 3.6.1.

Tabelul 3.6.1. Deplasarile chimice **C CP/MAS NMR
pentru AMB, ASP, AMBASP_SDG (5min, lora).

3 5 S
S AMBASP ASP
AMB | _SDG ASMD%A;P [ppm]
[ppm] | 5min _[ppm]
[ppm]
Protonarea
la 116.7 | 124.63
AMBASP_SDG
. inelul 124.1 | 125.8 ﬁg 33;2
aromatic 133.2 | 135.7x2 '
(C3, C4, 144.6
AMBASE_SDG C6 C7)
L—- 5 min -
N Non-
MJ 'famto”area 1506 | 144.13 143.97
AMB )
it bt inelul . 147.9 148.93
aromatic
L (C2, C5)
| SV T W S . 1658 | 161 1612
w00 s s @2 {“‘:ﬂ 7 5 2 0 : 178.7 | 180.2 180.8
PP 175.9
, 13 C9,C11 177.7 177.52
Figura3.6.5. Spectrele ~“C CP/MAS NMR pentru AMB, ' : 182.48
(ASP), (AMBASP_SDG 5min) si (AMBASP_SDG 1h) 182.15
385 385
c9 39.34 395
40.33 '
56.5
C10 56.4 s
Cla 25.6
C2a 27.7
C3a 54.4
Cda 177.8
C5a 178.8

3.7. Ambazona cu acid nicotinic

Acidul nicotinic (CgHsNO-) sau vitamina Bs este unul dintre nutrientii umani esentiali.
un derivat al piridinei, solubil in apd, avand rol de vaso-dilatator si este utilizat in medicina in
tratamentul tulburarilor tractului gastro-intestinal [Makareyer et al 1997]. Prezinta valoarea lui

pKa de 4.9 corespunzitoare azotului din grupul aromatic siaproximativ de 2.1 pentru gruparea
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COOH [Tim et al 1999]. Tindnd cont ca ambazona are pKa cu valorile: 6.27; 7.37; 10.67
[Gunter et Hoffmann 1990] iar acidul nicotinic are valoarea 4.9, se constatid cd diferentele
dintre valorile pKa pentru ambazona si acid nicotinic sunt suficient de mari ca sa permita
formarea de saruri. Pe baza acestui fapt, s-a procedat la prepararea de saruri din ambazona cu
acid nicotinic (NA), utilizdnd metoda SDG. S-au amestecat 255.3 mg AMB cu 123.11 mg NA
pentru a obtine raportul molar de 1:1, utilizdnd ca solvent apa. Compusul obtinut a fost
investigat prin mai multe metode: DSC, DTA-TGA, PXRD, FTIR.

3.7.1. Analize DSC, DTAsi TGA

Curbele termice obtinute pentru AMB, NA si pentru compusul rezultat in urma SDG
(AMBNA_SDG), sunt prezentate in Figura 3.7.1.a.

Acidul nicotinic prezintd o tranzitie de faza solid-solid evidentiata prin semnalul
endoterm din intervalul 180-185°C, cu AH=1.66 kJ/mol. Topirea probei este identificatd prin
semnalul endotermic observat intre 236-239°C, AH= 27.92 kJ/mol. Tntre 242-270°C are loc
sublimarea acidului nicotinic, eveniment evidentiat prin semnalul endoterm [Jingyan et al
2008].

Curba DSC obtinutd pentru AMBNA SDG, prezinta patru evenimente termice: primul
pic endotermic identificat intre 80 si 115°C, cu AH= 32.37 kJ/mol, corespunde pierderii de
molecule de apa; semnalul exotermic situat intre 142 si 158°C, AH=11 kJ/mol se datoreaza
unei tranzitii de faza solid-solid; intre 190 si 197°C cu AH= 31.61 kJ/mol, se identifica un
semnal exotermic, datorat probabil inceperii topirii, urmat de un eveniment exotermic larg intre
198 51204°C, AH=6.44 kJ/mol corespunzator descompunerii probei.

Termogramele DTA si TGA obtinute pentru AMBNA_SDG (Figura 3.7.1.b) indica o
stabilitate termica pana n jurul valorii 85°C. Tn intervalul de temperatura 60—-100°C au loc
doud pierderi de masa de 6.9%, respectiv 3.8%, fenomene evidentiate prin doud semnale
endotermice in DTA, cu maxime la 87 si respectiv 105°C, asociate cu eliminarea apei nelegate,
respectiv a apei legate. Intre 180 si 210°C, datoritd sublimirii si evaporirii acidului nicotinic
are loc a treia pierdere de masa de 15.6 %.

Aceasta treaptd de pierdere de masa corespunde semnalului exoterm cu Tonse l2 175°C i
maximul la 194°C . n intervalul 210-350°C are loc ultima pierdere de masia de 19%,
corespunzitoare  eliminarii componentelor volatile datorate descompunerii ambazonei si

sublimarii acidului nicotinic. Aceste semnale termice sunt in bund concordantd cu masuratorile

DSC.
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Figura 3.7.1. Termogramele DSC pentru AMB, NA, AMBNA _SDG (a) si DTA si TGA pentru
AMBNA _SDG (b).

3.7.2. Difractia de raze X pe pulberi
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Figura 3.7.2. Difractogramele de raze X pentru
¢ =6.905 A, 0=90°, B=106.43°, y=90°.

AMB, NA si AMBNA_SDG

3.7.3. Analiza prin spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier
Din spectrele FTIR obtinute pentru AMB, NA si AMBNA_SDG (Figura 3.7.3.a,b) au
fost identificate vibratiile caracteristice gruparilor din acidul nicotinic si anume v(O—H) 3431
cmt, v(=C-H) 3071 cm*, w(C=0) 1716 cm * , w(C=C) 1595 si 1416 cm *, §(=C—H) (in-plan)
1183 §11039 cm* [Jingyan et al 2008].
Benzile observate la ~3400 cm* pot fi atribuite la vibratia N-H de intindere a aminei

primare din AMB (Figura 3.7.3.a), care poate fi observata ca un umar in spectrul obtinut pentru
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AMBNA _SDG. Vibratia aminei secundare de la ~3226 cm™ de intensitate ridicatd in spectrul
AMB, este redusi considerabil in intensitate in spectrul AMBNA SDG la ~3146 cm™
[Socrates 2001] si poate fi atribuita vibratiilor N—H de intindere ale aminelor secundare.

1

Aparitia umarului de la ~2970 cm™ in spectrul noului compus AMBNA_SDG, probabil se

datoreaza protonarii la amina secundara [Socrates 2001].

N-H stretching protonarea
3400 aminei secundare I

AMBNA_SDG

a Iy
\ P (R
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Figura 3.7.3. Spectrele FTIR pentru AMB, NA si AMBNA SDG in intervalul spectral 4000-
2000 cmi* (a), respectiv 1800-1000 cm™ (b).

Tn intervalul spectral 1800-1000 cm™ (Figura 3.7.3.b) se identificd absorbtia benzilor de
intensitate medie a aminelor primare la ~1613 cm™, prezentd in spectrul noului compus la
~1618 cm* [Socrates 2001] corelate cu benzile spectrale de la 1625 si 1516 cmi* cu vibratii de
deformare. Spectrul FTIR obtinut pentru ambazona purd contine vibratiile aminelor secundare
la ~1508 cm®, care riman neschimbate in spectrul compusului rezultat prin SDG. Noile
vibratii care apar la ~1692 cm, sunt atribuite vibratiilor de deformare a aminei secundare
protonate [Muresan-Pop et al 2011a,b]. Protonarile la amine precum si aparitia de noi benzi

justifica formarea unui compus de tip sare intre ambazona siacid nicotinic.

3.8. Ambazona cu acid lactic

Acidul lactic, C3HsO3 (2-hydroxypropanoic acid) (notat cu LA) este un compus chimic
ce joacad un rol important in diverse procese biochimice, este capabil sa elibereze energia pentru
resintetizarea ATP fara implicarea oxigenului, proces numit glicoliza anaerobica. Acidul lactic
face parte din grupul acizilor slab higroscopici care contin un alcool in pozitia alfa relativ la
gruparea carboxilica [Siegfried 1995]. Proba AMBLA SDG a fost preparata din amestecul de
255.3 mg ambazona monohidrat (AMB) cu 0.086 ml LA acid lactic, prin aplicarea metodei
SDG, la temperatura camerei.
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3.8.1. Analize DSC, DTAsi TGA
Termogramele DSC pentru AMB, LA si pentru compusului AMBLA _SDG sunt
prezentate in Figura 3.8.1.a. Comportarea termica a solutiei apoase de acid lactic prezintd doua
evenimente endotermice cu maximele la 120 si 126°C, probabil datoritd elimindrii apei si a
sublimarii compusului. Curba DSC pentru AMBLA _SDG prezinta doud evenimente: un
eveniment endotermic larg situat intre 100 si 140°C, corespunzator pierderii moleculelor de apa
si un eveniment exotermic situat in intervalul 170 — 200°C, cu maximul la 182°C si care se

datoreaza descompunerii probei.
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Figura 3.8.1. Termogramele DSC pentru AMB, LA si AMBLA SDG (a) si termogramele
DTA-TGA pentru AMBLA _SDG (b).

Termogramele DTA si TGA pentru AMBLA_SDG (Figura 3.8.1.b) indica in intervalul
de temperatura 100-140°C o prima pierdere de masa de 4.4 %, corespunzatoare unui eveniment
endotermic larg cu maximul la 132°C. A doua pierdere de masa are loc intre 140 $i 210°C de
aproximativ 21 %, probabil datorita descompunerii termice si corespunde la un semnal
exotermic ascutit cu maximul la 185°C. Pierderea finald de masa de 26 % are loc n intervalul
210-330°C si corespunde elimindrii altor componente care rezulti prin descompunerea
ambazonei si a acidului lactic. Din analizele termice efectuate pentru AMB si AMBLA_SDG,
se observa ca compusul rezultat prin metoda SDG din ambazona cu acid lactic este un compus

nou.

3.8.2. Difractia de raze X pe pulberi
Deoarece acidul lactic (LA) este lichid, poate fi caracterizat prin difractie de raze X.
Cele doua difractograme corespunzatoare ambazonei respectiv compusului AMBLA SDG

sunt complet diferite (Figura 3.8.2) ceea ce indica formarea unei noi forme solide.
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Figura 3.8.2. Difractogramele de raze X pentru AMB si
sarea obtinutd prin metoda SDG din ambazond cu
acidul lactic (AMBLA_SDG).

3.8.3. Analiza prin spectroscopie Tn infrarosu cu transformata Fourier

Din analiza benzilor spectrale din spectrele FTIR obtinute pentru Ambazona si pentru
compusul rezultat in urma aplicarii metodei SDG, s-au identificat vibratiile caracteristice care
apar in structura acestor compusi. Vibratia de intindere de la ~3400 cm* din amina primara din
spectrul AMB (Figura 3.8.3.a) poate fi observata ca un umar in spectrul AMBLA _SDG. Banda
intensd si ascutitd identificatd la ~3226 cm* in spectrul AMB, se deplaseazi spre numere de
undd mai mari (~ 3273 cm'') datorita vibratiei de intindere a legiturii NH si se reduce in
intensitate in spectrul compusului AMBLA _SDG. Formarea de sare determind modificarea
benzii de absorbtie NH din amine [Socrates 2001]; Banda de la 3147 cm™ care corespunde
vibratiei NH pentru ambazona purd, se deplaseazi la 3182 cm™ in cazul spectrului inregistrat
pentru noul compus si este atribuitd vibratiei de intindere a gruparii NH," din amina secundara.
De asemenea apare un nou umdr la ~2975 cm™ probabil datoritd protonarii aminei secundare
(Figura 3.8.3.b) Vibratia aminei secundare de la 1508 cm* din spectrul AMB se regiseste in
spectrul AMBLA_SDG, dar se reduce mult in intensitate.

Amina primard care are o bandi de absorbtie de intensitate medie la ~1613 cm™ in
spectrul compusului pur AMB, se regiseste in spectrul AMBLA _SDG ~1618 cm™, asociati cu
formarea unui compus de tip sare. Tn spectrul inregistrat pentru AMBLA SDG apare o noui
banda de absorbtie la ~1676 cm™, care este atribuiti vibratiei de deformare a gruparii NH
protonate NH," (Figura 3.8.3.b). Aceastid frecventdi nu este prezentd in spectrul FTIR al

ambazoneipure, ceea ce dovedeste ca s-a format o sare intre ambazona si acidul lactic.
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Figura 3.8.3. Spectrele FTIR pentru AMB si AMBLA SDG in intervalul spectral 4000-2500
cm (a) respectiv 2000-1000 cm™* (b).
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CAPITOLUL 4

4. Concluzii, contributii originale, publicatii, perspective

4.1. Concluzii generale

In prezentul studiu au fost preparati si investigati un numar mare de compusi biologic
activi pe baza de ambazona. Compusii respectivi sunt forme solide noi ale ambazonei care au
fost obtinuti si investigati pentru prima data. Tn urma investigarii probelor preparate prin
metode analitice recomandate in studiul de forme solide si de monocristale, s-au desprins
urmatoarele concluzii:

1. Tn functie de solventul folosit in urma unor procedee de recristalizare, s-au stabilit
conditiile in care ambazona anhidra se transforma in ambazona monohidrat si invers. Tn urma
analizelor DTA-TGA, FTIR, RMN si difractie de raze X pe pulberi s-au evidentiat diferentele
structurale si comportamentul termic diferit al ambazonei anhidre fata de forma monohidrat.
Din difractia de raze X pe pulberi cu variatie de temperaturd efectuata pe ambazona
monohidrat, s-a stabilit ci pana la temperatura de 90°C se mentine forma monohidrata, intre 90-
125°C se transforma in forma anhidra, intre 125-185°C se mentine forma anhidra, iar intre 185-
198°C dispare faza anhidra iar la 210°C se descompune. Aceste rezultate sunt in concordanti cu
cele obtinute din analizele termice.

2. S-a reusit pentru prima data obtinerea de monocristale de ambazona monohidrat si
determinarea structurii cristaline din difractie de raze X pe monocristale; compusul
cristalizeaza Tn sistemul monoclinic, avand grupul spatial P2;/c, cu o moleculd pe unitatea
asimetrica. Au fost determinati parametrii celulei elementare, pozitiile atomilor in celula
elementara si factorii de deplasare anizotropici. Din pozitiile atomilor in celula elementara s-au
obtinut distantele dintre atomi, unghiurile de legatura si legaturile de hidrogen. S-a obtinut
monocristalul de ambazona anhidra si a fost determinata structura cristalina a acestuia; s-a
stabilit sistemul de cristalizare ca fiind monoclinic, grupul spatial P2; cu doua molecule pe
unitatea asimetrica. Au fost determinati parametrii celulei elementare, factorii de deplasare
anizotropici si pozitiille atomilor in celula elementard. Din pozitiile atomilor in celula
elementara s-au determinat distantele dintre atomi, unghiurile de legatura si s-au evidentiat

legaturile de hidrogen dintre molecule.

38



3. Au fost preparate forme solide de ambazona cu acid acetic prin trei metode siau fost
obtinute trei forme solide distincte care au fost caracterizate prin difractie de raze X pe pulberi,
metode termice si spectroscopice. Tot prin aceste metode s-au stabilit conditiile Tn care cele
trei forme se transforma din unele in altele. De asemenea s-a pus in evidenta ca formele solide
obtinute sunt saruri. Din difractia de raze X pe pulberi cu variatie de temperatura realizata pe
forma solida de ambazona cu acid acetic obtinuta prin SDG in raport molar de 1:1, s-a stabilit
temperatura la care compusul este stabil (100°C), dupa care se transforma in faza amorfa. Din
difractia de raze X pe pulberi s-au indexat doua dintre difractogramele formelor de ambazona
cu acid acetic obtinute, s-a stabilit ca ambele cristalizeaza n sistemul monoclinic, una avand
grupul spatial C2, iar cealalta C2/c si au fost determinati parametrii de retea pentru aceste
forme solide.

4. S-au preparat monocristale de ambazona cu acid acetic prin metoda difuziei de
vapori. A fost determinata structura cristalina si s-a stabilit ca acest compus cristalizeaza in
sistemul monoclinic, avand grupul spatial C2/c, cu o molecula de ambazona si doua molecule
de acid acetic in unitatea asimetrica. S-au determinat parametrii de retea, pozitiile atomilor in
celula elementara, distantele dintre atomi si unghiurile dintre legaturile acestora si S-au
evidentiat legaturile de hidrogen inter si intramoleculare.

5. A fost obtinuta o forma solida noua din ambazona cu acid clorhidric si evidentiata
prin difractie de raze X pe pulberisi analize termice. Prin FTIR si RMN pe solide s-a stabilit ca
noul compus este de tip sare. Prin indexarea difractogramele de raze X pe pulberi s-a stabilit ca
noul compus cristalizeaza Tn sistemul monoclinic avand grupul spatial P21/, cu 4 molecule de
ambazona si 4 atomi de clor pe celula elementara.

6. O alta sare obtinutd a fost din ambazona cu acid glutamic. Prin aplicarea metodelor
DSC, DTA-TGA s-a evidentiat comportarea termica diferita a noul compus comparativ cu a
ambazonei. Prin FTIR s-a identificat protonarile la gruparile amino din structura ambazonei,
stabilindu-se in felul acesta caracterul de sare al compusului. Prin indexarea difractogramelor
de raze X s-a ajuns la concluzia ca sarea obtinuta cristalizeaza in sistemul monoclinic avand
grupul spatial P21, doua molecule de ambazona si doua de acid glutamic in unitatea asimetrica.
Aceasta concluzie a fost sustinuta si de rezultatele analizei RMN pe solide. Prin difractie de
raze X pe pulberi s-au determinat parametrii celulei elementare.

7. Din ambazona cu acid para-aminobenzoic s-a obtinut o forma solida noua care a fost
investigata de asemenea prin metode termice si spectroscopice (FTIR si RMN) in urma carora

s-a confirmat formarea sirii de ambazoni cu acid para-aminobenzoic. Tn urma indexarii
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difractogramelor de raze X, a rezultat ca sistemul cristalografic al compusului este triclinic si
au fost obtinuti parametrii de retea.

8. S-a preparat un nou compus din ambazona cu acid aspartic prin aplicarea metodei
SDG 5 minute respectiv o ora. S-au obtinut doua forme solide distincte. Din difractia de raze X
pe pulberi pentru proba obtinuta prin SDG 0 ora s-a stabilit ca sistemul de cristalizare este
monoclinic si s-au obtinut parametrii de retea. Masuratorile FTIR pe compusii obtinuti prin
SDG confirma obtinerea de sare a ambazonei cu acid aspartic. Masuratorile de difractie cu
variatie de temperatura arata stabilitatea compusului obtinut prin SDG o ora, péana la
temperatura de 198°C, rezultat care este Tn concordanti cu masurdtorile termice. Din analiza
RMN pe solide s-a ajuns la concluzia ca noul compusul obtinut prin SDG timp de 5 minute are
doua molecule de acid aspartic la 0 molecula de ambazona in unitatea asimetrica, iar compusul
obtinut prin SDG o ora are 0 molecula de acid aspartic la 0 molecula de ambazona in unitatea
asimetrica.

9. Din ambazona cu acid lactic, s-a preparat un nou compus care a fost investigat prin
metodele termice DSC, DTA-TGA. Prin metoda FTIR s-au evidentiat protonarile la amine
rezultand in felul acesta caracterul de sare al compusului ambazona cu acid lactic. Din difractia
de raze X pe pulberi s-a stabilit ca sistemul cristalografic este triclinic si au fost obtinuti
parametride retea pentru acest compus.

10. Pornind de la ambazona si acid nicotinic a fost obtinuta o noua forma solida care a
fost investigata prin metode termice, stabilindu-se comportamentul termic distinct fata de cel al
ambazonei. Tn urma analizei FTIR, s-a concluzionat ci are loc protonarea la amina secundara
din structura ambazonei, ceea ce evidentiaza formarea de sare. Din indexarea difractogramei
compusului, a rezultat ca acesta cristalizeaza n sistemul monoclinic si au fost determinati

parametrii de retea.

4.2. Contributii originale
Ca o prezentare sintetica asupra rezultatelor obtinute ar fi urmatoarele concluzii:
%+ S-au obtinut 11 forme solide noi pe baza de ambazona;
¢+ Au fost caracterizate prin PXRD, metode termice (DSC, DTA-TGA) si metode
spectroscopice (FTIR, RMN);
% S-au obtinut monocristale pentru forma de ambazona monohidrat respectiv
anhidra si pentru compusul ambazona cu acid acetic;

¢+ S-a determinat structura cristalind completa pentru cele trei monocristale.
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