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CAPITOLUL 4. OBIECTIVE SI ORIGINALITATE

Sinteza de peptide pe suport solid reprezinta una dintre putinele metodologii sintetice
care a revolutionat sinteza organica clasica. Procedurile de lucru simple, ce necesita cantitati
mici de reactivi, dar si valoarea economica a produsilor rezultati, ofera sintezei de peptide pe
suport solid o serie de avantaje fata de sinteza organica clasica.

Obiectivul principal al acestei teze de doctorat consta intr-o noud abordare a sintezei
de peptide in faza solida (SPPS), si anume: sinteza de peptide pe suport nanostructurat
magnetic utilizand strategia Fmoc. Tn acest scop, in locul suportului solid standard,
format dintr-o rdsina functionalizata, am dezvoltat noi tipuri de suport solid constituite
din nanoparticule de ferita de tip core-shell cu PABA, shell secundar de silice si diferite
sisteme linker cu grupare terminald polara, labile in conditiile finale de clivare,
capabile sa lege eficient aminoacizi blocati N-terminal si compatibile cu toate etapele
sintezei peptidice mentionate. Abilitatea de atasare a noilor sisteme nanostructurate
utilizand principiul SPPS a fost testata prin cuplarea succesiva a trei aminoacizi diferiti
protejati Fmoc.

Pentru realizarea obiectivului principal s-au urmarit mai multe obiective secundare:

(1) Sinteza si caracterizarea unor materiale magnetice cu shell organic care sa constituie
suportul solid n sinteza de peptide

(2) Sinteza si caracterizarea unor sisteme core-shell cu shell secundar de silice

(3) Design-ul, sinteza si caracterizarea unor sisteme linker cu grupare terminala polara

(4) Testarea sistemelor nanostructurate nou sintetizate ca suport solid in sinteza de peptide
in faza solida

(5) Investigarea proprietatilor electrice ale nanofilmelor pe baza de nanoparticule magnetice
cu shell organic si a nanofilmelor cu shell organic si shell secundar de silice dopate cu
radical DPPH

Originalitatea acestei lucrari consta in dezvoltarea unei metode noi a sintezei de peptide
care foloseste ca suport solid un sistem nanostructurat format din nanoparticule magnetice cu
shell de PABA (Fe3O4-PABA) si nanoparticule magnetice cu shell de PABA si shell secundar
de silice (FesOs-PABA-SIO2) functionalizate cu diferite sisteme linker. Astfel, au fost

dezvoltate noi sisteme linker si noi suporturi solide.

In Capitolul 5 este prezentati contributia originald despre metodele de sintezi a
sistemelor nanostructurate pe baza de nanoparticule magnetice cu shell organic (PABA) si shell
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secundar de silice folosite ca suport solid in sinteza de peptide pe suport solid: FesOs-PABA-
GA-PPD, Fe3Os-PABA-SiO2-APS-HMBA, Fe30s-PABA-SiO2-SiL-OH si FesOs-PABA-
SiO2-SiL-OHmw. De asemenea, in acest capitol sunt prezentate designul si metodele de sinteza
ale noilor linkeri testati in sinteza de peptide.

Rezultatele obtinute, au fost publicate in articolele:

Alina Morosan, Dan Eduard Mihaiescu, Daniela Istrati, Georgeta Voicu, Adrian Fudulu,
Raluca Stan, ,,Polar shell magnetic nanostructured systems for heterogeneous nanophase
reactions”, U.P.B. Sci. Bull, 2018, 80 (3), 53-64, ISSN 1454-2331

Alina Morosan, Dan Eduard Mihaiescu, Daniela Istrati, Georgeta Voicu, Mihai Radu,
Anamaria Hanganu, Raluca Stan, ,,Functionalized silica shell magnetic nanoparticles for
nanophase peptide synthesis applications”, Microporous and Mesoporous Materials, 2019, 286,
45-56. (IF = 4.551)

De asemenea, in cadrul acestui capitol, a fost determinatd biodisponibilitatea
nanoparticulelor magnetice Fe3O4-PABA folosind modelul membranei corioalantoidiene
(CAM) de embrion de pui si modelul murin.

Capitolul 6 contine rezultatele otinute in urma investigarii proprietatilor electrice ale
nanofilmelor pe baza de nanoparticule magnetice cu shell organic, precum si, a nanofilmelor cu
shell organic si shell secundar de silice dopate cu radical DPPH.

Rezultatele obtinute au fost publicate in articolul:

Cristian Ravariu, Dan Eduard Mihaiescu, Alina Morosan, Daniela Istrati, Bogdan Purcareanu,
Rodica Cristescu, Roxana Truscd, Bogdan Stefan Vasile, ,,Solution for green organic thin film
transistors: FesO4 nano-core with PABA external shell as p-type film,, Journal of Materials
Science: Materials in Electronics, 2020, 31, 1-11. (IF = 2.220)

Tn Capitolul 7 este prezentati o noui abordare a sintezei de peptide utilizand principiul
sintezei de peptide pe suport solid, si anume: sinteza de peptide pe suport nanostructurat
magnetic. Astfel, in locul suportului solid polimeric standard, am dezvoltat noi tipuri de suport
solid constituite din nanoparticule de ferita de tip core-shell cu PABA, shell secundar de silice
si diferite sisteme linker cu grupare terminala polard, labile in conditiile finale de clivare,
capabile sa lege eficient aminoacizi blocati N-terminal si compatibile cu toate etapele sintezei
de peptide. Noile sisteme nanostructurate sintetizate au fost testate cu succes prin cuplarea
succesiva a trei aminoacizi diferiti protejati Fmoc. Peptidele sintetizate (Lys-Ala-Gly, Val-lle-
Lys, Gly-Ala-Phe, Leu-lle-Val) au fost identificate utilizand tehnici avansate de analiza,
spectrometrie de masa LC-MS si HR-MS. Structura peptidelor sintetizate a fost confirmata prin

identificarea ionilor de fragmentare Tn spectrele MS.
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CAPITOLUL 5. CONTRIBUTII ORIGINALE PRIVIND SINTEZA SISTEMELOR
NANOSTRUCTURATE MAGNETICE CA SUPORTURI SOLIDE PENTRU
SINTEZA DE PEPTIDE

Obiectivele cercetarii experimentale:

(1) Obtinerea si caracterizarea nanoparticulelor magnetice cu shell de PABA.
modelul membranei corioalantoidiene (CAM) de embrion de pui si modelul murin.

(2) Obtinerea si caracterizarea nanoparticulelor magnetice cu shell secundar de silice si

a sistemelor nanostructurate folosite ca suport solid in sinteza de peptide.

5.2. Obtinerea si caracterizarea sistemelor nanostructurate folosite ca suport

solid in sinteza de peptide in faza solida

5.2.1. Obtinerea si caracterizarea nanoparticulelor Fes04-PABA

Nanoparticulele magnetice core-shell (FesOs-PABA) au fost sintetizate prin metoda co-
precipitarii [59, 78, 136, 138]. Aceasta metoda este foarte simpla si economica, dimensiunea si
forma nanoparticulelor obtinute depind de: tipul sarurilor utilizate, dilutie, raportul dintre Fe3*
si Fe?*, valoarea pH-ului, temperatura de reactie, viteza de agitare. Fiind cunoscuti afinitatea
nanoparticulelor magnetice pentru grupari acide [150] a fost selectat acidul para-aminobenzoic
(PABA) ce prezinta grupari —NH> disponibile dupa legarea de nanoparticule, pentru a facilita
acoperirea cu silice. Alegerea acidului para-aminobenzoic este fundamentata si de proprietatile
sale biologice care confera acestui tip de nanoparticule magnetice o bund biocompatibilitate
largindu-le aria de aplicabilitate.

Reactia chimicd de formare a nanoparticulelor Fe3Oa:

2FeCls+ FeSO4+ 8NaOH — Fe203x FeO + 6NaCl + NaxSO4+ 4H20
NH,

H2N NH2
H,N NH,
NH,

Figura 5.1. Reprezentarea schematica a nanoparticulelor FesOs-PABA

Structura cristalina a core-ului magnetic al nanoparticulelor FesOs-PABA a fost
demonstrata prin analiza XRD si SAED; iar dimensiunea hidrodinamica si morfologia acestora

prin DLS, TEM si SEM.



Diametrul hidrodinamic al nanoparticulelor FesO4-PABA conform DLS este de 71 nm.
Valoarea indicelui de polidispersitate obtinut, 0.191 dovedeste o buna uniformitate iar
stabilitatea buna a dispersiei este dovedita de valoarea potentialului zeta, + 51.6 mV, datorata
shell-ului de PABA prin prezenta gruparilor -NHz".

Morfologia nanoparticulelor FesOs-PABA a fost determinatd prin microscopie
electronica. In imaginile SEM putem observa o morfologie granulard cu o buni omogenitate.

Imaginile TEM (Fig. 5.5) confirma prezenta nanoparticulelor FesOs-PABA cu
dimensiunea core-ului de aproximativ 12 nm. Imaginea SAED (Selected Area Electron
Diffraction) confirma prezenta structurii cristaline a Fe3Oa. Utilizarea metodelor complemetare
DLS si TEM permite diferentierea intre diametrul hidrodinamic al sistemului core-shell/shell

de solvatare, respectiv al core-ului magnetic de FezOa.

Figura 5.5. Imaginile TEM si SAED pentru FesO4-PABA

Compozitia elementala a nanoparticulelor FesOs-PABA realizata prin spectroscopie de
raze X prin dispersie de energie (EDX) arata ca elementele Fe, O, C si N sunt majoritare in
proba, confirmandu-se prezenta elementelor din sistemul core-shell FesOs-PABA. Prezenta Cu
se datoreaza grilei-suport care s-a utilizat pentru realizarea analizei [151].

Suprafata specifica a nanoparticulelor FesOs-PABA a fost estimatd prin analiza BET.
Conform analizei BET, materialul obtinut are o suprafati specifici de 653 m?/g, cu dimensiune

porilor dBJH=2.38 nm si volumul porilor Vp=0.74 cm?g.

555,91

Absorbance
o
o
s]

3206,29 (é

559,94
1418,15

i ' ' ! ! ' ey
4000 3500 3000 2500 2000 1800 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

Figura 5.7. Spectrul FT-IR pentru FesOs-PABA
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Existenta shell-ului de PABA a fost confirmata de spectrul FT-IR (Fig. 5.7). prin
prezenta benzilor caracteristice pentru gruparea -NHsz* la 3206 cm™ si vibratia de intindere
caracteristici carboxilatului la 1559 cm™. Structura aromatici a acidului p-aminobenzoic este
evidentiati prin prezenta benzilor caracteristice in intervalul 793-895 cm™. Vibratiile legaturii
Fe-O care poate fi observati la 555 cm™ confirma prezenta magnetitei.

Proprietatile magnetice ale nanoparticuleor FesOs-PABA au fost masurate cu ajutorul
unui magnetometru cu proba vibranta (VSM). Curba de magnetizare poate fi observata in Fig.
5.10, precum si valoarea magnetizatiei de saturatie Ms= 63.174 emu/g. Nanoparticulele obtinute
au fost separate eficient cu ajutorul unui cdmp magnetic extern ceea ce arata ca shell-ul de

PABA nu afecteaza proprietatile magnetice si utilizarea acestora in aplicatii ulterioare.

Figura 5.10. Curba de magnetizare a nanoparticulelor FesOs-PABA

Determinarea biodisponibilitatii nanoparticulelor Fe304-PABA folosind modelul

membranei corioalantoidiene (CAM) de embrion de pui si modelul murin

Studiile preliminare pe modele in vivo au fost efectuate pe modelul membranei
corioalantoidiene a embrionilor de pui si pe modelul murin, folosind nanoparticulele magnetice
Fes04-PABA in cadrul Laboratorului pentru studii experimentale pe animale, Biobaza
Universititii de Medicina si Farmacie din Craiova. In vederea testarii proprietatilor biologice si
a potentialelor perspective biomedicale ale FesOs-PABA s-au testat persistenta in circulatie,
potentialul emboligen dupa administrarea intravenoasa si posibilitatea conducerii tintite a
nanoparticulelor cu ajutorul unui camp magnetic static extern.

Testarea pe modelul membranei corioalantoidiene

Pentru a testa persistenta nanoparticulelor in circulatie s-a ncercat agregarea
intravasculard a acestora in camp magnetic static, prin aplicarea pe suprafata membranei
corioalantoidiene a unui magnet puternic. Persistenta nanoparticulelor in circulatie se coreleaza
cu cantitatea de nanoparticule agregate in zona de actiune a campului magnetic. Datele obtinute

au aratat cd marimea depozitelor intravasculare realizate prin agregarea intravasculard a
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nanoparticulelor feromagnetice functionalizate cu PABA nu depinde de timpul cat ouale au fost

tinute in incubator dupa injectare, ci de timpul de expunere la actiunea cAmpului magnetic static.

Figura 5.13. Agregarea intravasculara a nanoparticulelor FesOs-PABA dupa expunerea timp de 30 minute
la actiunea unui cdmp magnetic static. D — aspectul membranei corioalantoidiene la 24 ore de la blocajul
magnetic al unui vas de calibru mare.

Dezvoltarea normald a embrionilor dupa realizarea acestor experimente poate fi
consideratd un argument puternic in favoarea unui potential emboligen redus al agregatelor de
nanoparticule formate intravascular sub actiunea campului magnetic, cat si pentru potentialul
teratogen redus al nanoparticulelor feromagnetice functionalizate cu PABA.

Testarea pe modelul murin
Pentru acest test s-au utilizat doi sobolani albi din rasa Wistar, la care doza de 1 mL din

dispersia de nanoparticule feromagnetice functionalizate cu PABA a fost injectatd pe calea

venel cozii, respectiv la nivelul venei mezenterice superioare (dupa laparotomie).

— v . - " - P
!

Figura 5.18. Aspectul depoz netice (colorate albastru) de la nivelul venelor din
spatiile porte din zona expusa actiunii campului magnetic (A) si dintr-o zona neepusa (B). Injectare la nivelul
venei mezenterice superioare. Coloratie cu albastru de Prusia. Ob x10.

Analiza histologica a sectiunilor colorate cu albastru de Prusia, tehnica care este foarte
sensibild pentru depozitele de Fe®*, au evidentiat depozite bogate de nanoparticule in venele
spatiului port din zona parenchimului hepatic expusd actiunii cAmpului magnetic static extern
(Fig. 5.18 A). La nivelul venelor din spatiile porte ale zonelor neexpuse campului magnetic S-
au observat depozite discrete de nanoparticule feromagnetice (Fig. 5.18 B).

Concluziile acestui experiment:
e shell-ul de PABA permite persistenta in circulatie si o manevrare facila sub actiunea
unui camp magnetic static a nanoparticulelor feromagnetice pe care le functionalizeaza.
e nanoparticulele de tipul FesO4-PABA sunt biocompatibile si prezinta un risc emboligen

scazut la administrarea intravenoasa
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5.2.2. Obtinerea si caracterizarea nanoparticulelor magnetice cu shell

secundar de silice Fes04-PABA-SIO>

Acoperirea suprafetei nanoparticulelor FesOs-PABA cu silice, prin prezenta gruparilor
silanol abundente pe suprafata nanoparticulelor permite o usoara si eficientd functionalizare
ulterioara [167].

Nanoparticulele FesOs-PABA-SIO2 au fost obtinute printr-o metoda sol-gel modificata
ce a utilizat dous surse de silice, si anume: o solutie de silicat de sodiu, p=1.39 g mL? si TEOS.
Ca agent alcalin s-a utilizat NH4OH si ca agent tensioactiv: CTAB (Tabel 5.1.).

Tabel 5.1. Sinteza nanoparticulelor magnetice cu shell de silice: FesO4-PABA-SIO2

Nanoparticulele magnetice | Conditii Precursor de silice | Agent | Template | Indepirtare
cu shell de silice de sintezd alcalin template
Fes04-PABA-SIO;-1 T.c. Sol. silicat de sodiu - CTAB Calcinare
(picurare) | (p=1.39 gmL™) 540°C/24 ore
Fes04-PABA-SIO,-2 T.c. TEOS NHOH | CTAB Spalare
(picurare) EtOH; ACN
Fes04-PABA-SIO;-3 Microunde | TEOS NH.OH | CTAB Calcinare
(reflux) 450°C/24 ore
Fes04-PABA-SiO-4 Microunde | TEOS NH,OH | CTAB Spalare
(reflux) EtOH:Ac. Ac
5%;EtOH

Studiul procesului de indepartare al template-ului s-a realizat prin doua metode:
1) calcinare la temperaturi de 450°C si 540°C/24 ore;
i) spalari repetate cu apa ultrapura si solventi organici de polaritati diferite: MeOH,

acetona, DCM, EtOH/Acid acetic 5% si EtOH.

5.2.2.1. Obtinerea si caracterizarea nanoparticulelor magnetice cu shell secundar de silice

ce a utilizat ca sursa de silice o solutie de silicat de sodiu FesOs-PABA-SiO2-1

Pentru sinteza nanoparticulelor magnetice cu shell de PABA si shell secundar de silice
pentru care s-a folosit ca sursa de silice o solutie de silicat de sodiu s-au utilizat mai multe
concentratii de precursor de silice (Tabel 5.2) cu scopul de a obtine o suprafatad specifica cat

mai ridicata [138].

NH,
H;N NHz  solutie silicat
de sodiu
H,N @A NH, CTAB
NH, CH;COOH
HO-Si

Schema 5.1. Sinteza nanoparticulelor FesOs-PABA-SiO2-1 folosind solutie de silicat de sodiu ca sursa de silice
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Tabel 5.2. Sinteza nanoparticulelor magnetice cu shell de PABA si shell secundar de silice

pentru care s-a folosit ca sursa de silice o solutie de silicat de sodiu

Proba ’ Sol. silicat de sodiu Acid Acetic Caracterizare
’ (p=1.39 g mL1)

1 3.6 mL 20 mL FT-IR, BET

2 7.2mL 20 mL FT-IR

3 14.4 mL 20 mL FT-IR, BET, XRD, TEM,
SEM, EDX

4 21.6 mL 20 mL FT-IR

5 36 mL 50 mL FT-IR

6 50.5 mL 70 mL FT-IR

7 72 mL 100 mL FT-IR

Varianta optima a fost aleasa tinand cont de urmatoarele criterii, si anume: folosirea unei
cantitati reduse de silicat pentru a preveni tendinta de aglomerare si pentru a evita problemele
de dispersabilitate ulterioara. De asemenea, s-a urmarit obtinerea unei suprafete specifice cat
mai ridicate.

Structura si morfologia nanoparticulelor FesO4-PABA-SiO2-1 (proba 3) obtinute a fost
determinata prin urmatoarele tehnici: FT-IR, XRD, SEM, TEM, EDX. Pentru a stabili regimul
de tratament termic a fost efectuatad o analizd TGA. Suprafata specifica a materialului obtinut a
fost estimata prin analiza BET.

Analiza semi-cantitativa de difractie de raze X a fost efectuata atat pentru proba 3-
Fe304-PABA-SIO2-1 inainte de tratamentul termic cat si dupa tratamentul termic. Interferentele
de difractie obtinute dovedesc cd naoparticulele FesOs-PABA (Fig. 5.20) isi pastreaza
caracteristicile cristaline si dupd acoperirea cu silice [62]. De asemenea, poate fi observat la
20=de la 15 la 28 un mic pic larg ce poate fi atribuit SiO2 amorf, conform datelor din literatura
[65].

Fe304-PABA-SiO2-netratat termic

Fe304-PABA-SIO2-tratat termic
600

500 $io2

400 4

I (a.u)

s
300 o e’

200 4

100 T T T T T T )
10 20 30 40 50 60 70 80
2 theta (deg.)

Figura 5.20. Difractograma pentru proba 3-FesOs-PABA-SiO2-1 inainte si dupa tratamentul termic

Prezenta shell-ului de silica pe suprafata nanoparticulelor proba 3-Fe3sOs-PABA-SiO2-

1 inainte cat si dupd tratamentul termic a fost confirmata in specrul FT-IR prin prezenta
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vibratiilor de intindere asimetrici a legiturilor Si-O-Si la 1057 cm™, respectiv 1051 cm™ [107,
141] si banda corespunzitoare legiturii Si-OH la 794 cm, respectiv 802 cm™. Banda
caracteristici magnetitei, corespunzitoare legiturii Fe-O a fost identificatd la 557 cm™,
respectiv 556 cm™.

Morfologia nanoparticulelor determinata prin SEM si TEM confirma acoperirea cu
silica a nanoparticulelor FesOs-PABA. Imaginile SEM arata o morfologie globulara cu o buna
omogenitate. In imaginile TEM (Fig. 5.23) se poate observa ci acoperirea suprafetei

nanoprticuleor cu shell-ul secundar de silica este inegala prin prezenta conglomeratelor in care

L5

Figura 5.23. Imagini TEM pentru proba 3-Fe304-PABA-SiO2-1

Compozitia elementala a nanoparticulelor FesOs-PABA-SiO2-1 (proba 3) realizata prin
spectroscopie de raze X prin dispersie de energie (EDX) arata ca elementele Fe, Si, O si C sunt
majoritare in probd, confirmandu-se prezenta elementelor din sistemul core-shell FesOas-
PABA-SiO2-1. Prezenta Cu se datoreaza grilei-suport care s-a utilizat pentru realizarea analizei
[151].

Suprafata specifica a probei 3-FesOs-PABA-SiO2-1 a fost estimata prin analiza BET
obtinandu-se o suprafati specifici de 601 m?/g cu dimensiune a porilor dBJH=2.25 nm, 3.7 nm,
6.3 nm si volumul porilor Vp=1.12 cm®/g, fapt ce demonstreazi existenta unei structuri
mezoporoase a shell-ului de secundar de silice. Analiza BET arata ca prin acoperirea cu silica
a nanoparticulelor FesO4-PABA suprafata specifica a acestora scade. Acest lucru este explicat
de tendinta de aglomerare a nanoparticulelor ce are loc in timpul tratamentului termic (conform
imaginilor TEM-Fig. 5.23. Se observa ca variatia cantitatii de silicat de sodiu utilizat in sinteza
nu conduce la o modificare semnificativa a suprafetei specifice.

Proprietatile magnetice ale nanoparticuleor FesOs-PABA-SiO2-1 au fost masurate cu
ajutorul unui magnetometru cu proba vibranta (VSM). Curbele de magnetizare pot fi observate
n Fig. 5.27, precum si valoarea magnetizatiei de saturatie Ms=42.111 emu/g. Nanoparticulele

obtinute au fost separate eficient cu ajutorul unui cAmp magnetic extern ceea ce demonstreaza
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ca acoperirea cu silice nu afecteaza proprietatile magnetice ale nanoparticulelor cu aplicatii in

sinteza 1n faza solida.

Figura 5.27. Curba de magnetizare si procesul de separare al nanoparticuleor FesOs-PABA-SiO2-1 cu ajutorul
unui camp magnetic extern

5.2.2.2. Obtinerea si caracterizarea nanoparticulelor magnetice cu shell secundar de
silice Fe3Os-PABA-SiO2-2

Pentru a realiza o imbunatatire a proprietatilor nanoparticulelor core-shell pentru sinteza
probei Fe3Os-PABA-SIiO2-2 a fost adoptata o metoda sol-gel modificata la temperatura
camerei, prin picurare si agitare magnetica, utilizand TEOS ca agent de formare a shell-ului de

silica, NH4OH ca agent alcalin si CTAB ca agent tensioactiv.

r—O-E‘Lj"OH
NHy e
HaN, & Ho-si J\!'“ skoH
T @) e !
Hahied, B pellly woN 3 Si-OH Si-OH
— TEOS HOSi
-\-le Hal ~.)"‘"”Z CTAB > Sl
: I EtOH o5~ @ 51K
NHa NH CH,CO0H ;m‘
HoN_ 3 NH,OH . sion e
@) 3
HoN Justiry A
£ ‘-74 Ho-si "'\!.“‘ SI-0H
i
NHz SiOH

Schema 5.3. Sinteza nanoparticulelor FesOs-PABA-SiO2-2 folosind TEOS ca sursa de silice

Prezenta shell-ului de silice pe suprafata nanoparticulelor FesOs-PABA inainte cat si
dupd indepartarea template-ului prin spalare cu EtOH, a fost confirmatd prin inregistrarea
spectrul FT-IR care a pus in evidentd benzi caracteristice dupa cum urmeaza:

- vibratiile de intindere asimetrica ale legiturii Si—-O-Si la 1006 cm™, respectiv 1012 cm™;

- vibratiile de intindere asimetrici ale legiturii Si-OH la 864 cm™, respectiv 865 cm™;

- banda caracteristici magnetitei atribuita legiturii Fe—O a fost identificata la 534 cm™, respectiv
558 cm™.

Morfologia nanoparticulelor FesOs-PABA-SIO2-2 a fost determinata prin examinarea
micrografiilor TEM (Fig. 5.29). Imaginile obtinute confirma prezenta shell-ului secundar de
silice si Se poate observa o mica tendintd de aglomerare ceea ce explica dispersibilitatea crescuta

in solventii obisnuiti utilizati in sinteza de peptide.
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Figura 5.29. Imaginile TEM pentru FesOs-PABA-SIO2-2

Proprietatile magnetice ale nanoparticulelor FesOs-PABA-SiO2-2 au fost masurate cu
ajutorul unui magnetometru cu proba vibranta (VSM) obtinandu-se 0 valoare a magnetizatiei
de saturatic Ms= 6.791 emu/g. Nanoparticulele obtinute prin aceasta metoda au fost de

asemenea separate eficient cu ajutorul unui camp magnetic extern.

5.2.2.3. Obtinerea si caracterizarea nanoparticulelor magnetice cu shell secundar de silice
ce a utilizat TEOS ca sursa de silice FesOs4-PABA-SiO2-3 si FesOs-PABA-SiO2-4

Sinteza probelor FesO4-PABA-SiO2-3 si FesOs-PABA-SiO2-4 a fost realizata printr-o

metoda sol-gel modificata Tn cAmp de microunde.

NH SiOf._
o, o, HO- Bi.on
MW Si-OH SiOH.
H2N§"NH2 " v HO- o HO- Hi.on
NH2 pN_ o NH:  cTaB HO-si Ho. Si-OH
EtOH :
., Si-OH
HoN NH;  chH,coon Ho-si
NH, NH,OH

Schema 5.5. Sinteza nanoparticulelor FesO4-PABA-SIO2-3 si FesO4-PABA-SIO2-4

Pentru proba FesO4-PABA-SiO2-3 template-ul a fost indepartat prin calcinare la 450 °C
timp de 24 ore, iar pentru proba FesOs-PABA-SiIO2-4 template-ul a fost indepartat prin spalare
cu EtOH: Acid Acetic 5%, urmata de spalare cu EtOH.

Structura si morfologia nanoparticulelor FesOs-PABA-SiO2-3 si Fes0s-PABA-SiO2-4
a fost investigata prin urmatoarele tehnici: FT-IR, TEM, SAED, EDX.

Pentra a stabili regimul de tratament termic pentru proba FesO4-PABA-SIO2 a fost
efectuata o analizd TGA constatandu-se faptul ca spalarea cu solvent organic indeparteaza
template-ul CTAB 1n mai mare masura decat spalarea cu apa, fapt vizibil prin pierderea de masa
superioara (in cazul spalarii cu apd) din intervalul 190-500°C cand este oxidata o cantitate mai

mare de substanta.
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Figura 5.34. Analiza TGA comparativa efectuata dupa etapa de spilare cu api a Fe3Os-PABA-SIO2, respectiv a
FesOs-PABA-SIO2-3 si FesOs-PABA-SIO2-4

Reziduul tuturor probelor analizate prin TGA nu si-a modificat culoarea fatd de proba
initiald si au prezentat proprietdti magnetice. S-a observat ca nu exista transformarea fizica
specifica maghemita-hematit din intervalul 300-500°C [173], fapt ce confirma prezenta shell-
ului secundar de silice.

Suprafata specifica a probelor FesOs-PABA-SIO2-3 si FesOs-PABA-SiO2-4 a fost
estimata prin analiza BET. Pentru proba FesO4-PABA-SiO2-3 s-a obtinut o suprafata specifica
de 127 m?/g cu dimensiune a porilor dBJH=33.223 nm si volumul porilor Vp=0.690 cm®/g, iar
pentru FesO4-PABA-SiO2-4 o suprafati specifici de 122 m?/g cu dimensiune a porilor
dBJH=19.497 nm si volumul porilor Vp=0.595 cm?/g. Procedura de indepirtare a template-ului
pentru probele sintetizate in camp de microunde nu afecteaza semnificativ suprafata specifica

si respectiv volumul porilor.

a) Caracterizarea nanoparticulelor cu shell secundar de silice FesOs-PABA-SiO2-3

Prezenta shell-ului de silica pentru nanoparticulele FesOs-PABA-SiO2-3 pentru care s-
a folosit TEOS ca sursa de silice a fost confirmata prin Tnregistrarea spectrului FT-IR n care a
fost identificata prezenta benzii caracteristice pentru vibratiile de intindere asimetrica a Si-O-Si
la 1049 cm™. Banda caracteristicd magnetitei poate fi observati la 551 cm™ corespunzitoare
legaturii Fe-O.

Morfologia nanoparticulelor FesO4-PABA-SiO2-3 a fost determinata prin TEM (Fig.
5.40). Analizand micrografiile obtinute se confirma prezenta shell-ului de silica cu o grosime
de aprox. 2 nm. De asemenea, in imaginile TEM se poate observa faptul ca prin calcinare,
nanoparticulele au tendinta de a se aglomera. Imaginea SAED confirmd structura cristalind a

Fes0a.
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Figura 5.40. Imagini TEM si SAED pentru nanoparticulele FesO4-PABA-SiO2-3

Compozitia elementald a nanoparticulelor Fe3Os-PABA-SiO2-3 realizatd prin
spectroscopie de raze X prin dispersie de energie (EDX) arata ca elementele Fe, Si, O, C si N
sunt majoritare in proba, confirmandu-se prezenta elementelor din sistemul core-shell Fe3Os-
PABA-SIO2-3. Prezenta Cu se datoreaza grilei-suport care s-a utilizat pentru realizarea analizei
[151].

b) Caracterizarea nanoparticulelor cu shell secundar de silice FesOs-PABA-SiO2-4
Prezenta shell-ului de silica pentru nanoparticulele FesOs-PABA-SiO2-4 a fost
confirmata prin inregistrarea spectrului FT-IR prin prezenta benzii caracteristice pentru
vibratiile de intindere asimetrica ale Si-O-Si la 1064 cm™. Prezenta magnetitei este evidentiati
de banda caracteristica la 553 cm™ corespunzitoare legiturii Fe-O.
Analiza TEM a nanoparticulelor FesOs-PABA-SiO2-4 (Fig. 5.43) confirma prezenta
shell-ului de silica cu o grosime de aprox. 2 nm si o tendinta mai mica de aglomerare. Structura

cristalind a Fe3Og4 este confirmata de imaginea SAED.

Figura 5.43. Imagini TEM si SAED pentru FesOs-PABA-SiO2-4

Compozitia elementala a nanoparticulelor Fe3Os-PABA-SiO2-4 realizata prin
spectroscopie de raze X prin dispersie de energie (EDX) arata ca elementele Fe, Si, O, C si N
sunt majoritare in proba, confirmandu-se prezenta elementelor din sistemul core-shell FesOas-
PABA-SiO2-4. Prezenta Cu se datoreaza grilei-suport care s-a utilizat pentru realizarea analizei
[151].
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Proprietatile magnetice ale nanoparticulelor FesOs-PABA-SiO2-4 au fost masurate cu
ajutorul unui magnetometru cu proba vibrantd (VSM), obtinandu-se o valoare a magnetizatiei
de saturatie Ms= 57.121 emu/g. Nanoparticulele obtinute prin aceasta metoda au fost de

asemenea separate eficient cu ajutorul unui cdmp magnetic extern.

5.2.3. Obtinerea si caracterizarea sistemelor nanostructurate utilizabile in

sinteza in faza solida

Rasinile folosite ca suport solid in sinteza de peptide trebuie sa prezinte o capacitate
ridicata si sa permita purificarea cu usurinta prin filtrare. Pentru rasinile folosite in mod obisnuit,
accesibilitatea functionalitatilor grefate necesita gonflarea particulelor, iar difuzarea reactivilor
in microgel este limitatd. Nanoparticulele depasesc aceasta problema, de ex. nanoparticulele de
~70 nm prezinti o suprafatd de ~1.1 x 10° ori mai mare si prezinti o accesibilitate imbunatitita
la functionalitatile suprafetei prin accesul direct la centrul de reactic. De asemenea,
sedimentarea magnetica asigura o purificare usoara dupa fiecare etapa de reactie [26].

Tn aceasta lucrare au fost proiectate si testate ca suport solid pentru sinteza de peptide
prin strategia Fmoc sisteme nanostructurate pe baza de nanoparticule de ferita de tip core-
shell cu shell de PABA, shell secundar de silice si diferite sisteme linker cu grupari
terminale-NH:z sau -CH2-OH libere potrivite pentru atasarea aminoacizilor protejati Fmoc.

Metodele de obtinere si caracterizarea acestor sisteme sunt prezentate in cele ce urmeaza.

5.2.3.1.  Obtinerea si caracterizarea sistemului nanostructurat FesOs-PABA-GA-PPD

Primul sistem nanostructurat proiectat se bazeaza pe un concept nou folosind
nanoparticule magnetice de tip core-shell, FesOs-PABA si un sistem linker ambident cu grupare
-NH; liberi, compatibil cu toate etapele de sintezi. In acest scop, s-a ales ca linker
glutaraldehida (GA) datorita cupldrii usoare cu grupari amino. De asemenea, pentru a obtine o
grupare —NH> reactiva la capatul sistemului linker (Schema 5.7.), capabila sa lege eficient
aminoacizii blocati N-terminal, s-a grefat p-fenilendiamina (PPD) [136].

Prezenta glutaraldehidei grefate pe suprafata nanoparticulelor FesOs-PABA si atasarea
ulterioara a p-fenilendiaminei a fost confirmata prin spectrometrie FT-IR. Astfel, in spectrul
FT-IR comparativ FesOs-PABA-GA si FesOs-PABA-GA-PPD (Figura 5.46) se poate observa
atasarea GA printr-o legitura azometinicd demonstratd prin prezenta benzilor de absorbtie

caracteristice gruparii -CH=N la 1630 cm™ si gruparea formil nereactionati la 1718 cm™.
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Schema 5.7. Sistemul nanostructurat core-shell linker: FesOs-PABA-GA-PPD

Reactia cu PPD a dus la cresterea intensitatii benzii pentru -CH=N, confirmatd de
disparitia benzii caracteristice pentru aldehida. Atasarea PPD este, de asemenea, confirmata de

prezenta benzilor de absorbtie caracteristice grupirii terminale -NH> la 3372 cm™ si 3298 cm™.
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Figura 5.46. Spectrul FT-IR comparativ: Fes0s-PABA-GA si Fe304-PABA-GA-PPD

5.2.3.2.  Obtinerea si caracterizarea sistemului nanostructurat FesOs-PABA-SiO2-APS-
HMBA

Pentru functionalizarea suprafetei nanoparticulelor magnetice cu shell secundar de silice
FesO4-PABA-SIO2-3 si FesOs-PABA-SiO2-4 a fost utilizat 3-aminopropiltrimetoxisilan
(APTMS) cu scopul de a obtine grupari -NH. reactive libere [170] care permit atasarea

ulterioara de linkeri caracteristici sintezei in faza solida a peptidelor.

SiOH
i OCH . . H H
HoSi 3 8i-oH 3 HO-Sin, 2. Si—0 ¢’ ¢
|/CH2 _CH, Mw . \S_/ ~c” “NH
Ho SiH,-OH + H;CO—Si ~cH;  NH, ——» si—0-si e 2
e Si-0H -MeOH  Ho.s Si—0
Ho-si OCH, Si-0H

Schema 5.8. Sinteza FesOs-PABA-SiO2-APS

Un linker labil, cel mai folosit in sinteza peptidica pe suport solid este acidul 4-
hidroximetilbenzoic (HMBA).
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Schema 5.9. Sinteza sistemului nanostructurat FesOs-PABA-SiO2-APS-HMBA

Avantajul utilizarii HMBA ca linker, este remanenta acestuia pe suportul solid dupa
clivarea peptidelor cu TFA ceea ce permite caracterizarea si utilizarea ulterioara a peptidei
sintetizate.

Functionalizarea cu APTMS a nanoparticulelor FesOs-PABA-SiO2-3 a fost confirmata
de spectrul FT-IR prin prezenta benzilor de absorbtie caracteristice gruparii -NH> libere la 3361
si 3202 cm™ si a benzii corespunzitoare vibratiei de intindere C-H la 2931 cm™. De asemenea,
pot fi observate benzile caracteristice vibratiilor de intindere asimetrica a Si-O-Si la 1032 cm™
iar banda caracteristicd magnetitei poate fi observati la 549 cm™ corespunzitoare legiturii Fe-
O. In acelasi mod a fost pusd in evidentd si functionalizarea cu APTMS a nanoparticulelor
Fe3sO0s4-PABA-SIO2-4.

Proprietatile magnetice ale nanoparticulelor Fe3Os-PABA-SiO2-4-APS au fost
masurate cu ajutorul unui magnetometru cu proba vibranta (VSM) obtinandu-se o valoare a
magnetizatiei de saturatic Ms= 50.883 emu/g. Nanoparticulele obtinute prin aceasta metoda au

fost de asemenea separate eficient cu ajutorul unui cdmp magnetic extern.
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Figura 5.50. Spectrul FT-IR Fe3s04-PABA-SiO2-3-APS-HMBA

Obtinerea sistemului nanostructurat FesOs-PABA-SiO2-3-APS-HMBA prin atasarea
linker-ului HMBA de shell-ul de silice finctionalizat cu APTMS a fost confirmata de spectrul
FT-IR prin prezenta benzii corespunzatoare vibratiei de intindere C=0O pentru amida secundara
nou formata prin atasarea linker-ului de la 1637 cm™. De asemenea pot fi observate benzile
caracteristice vibratiilor de intindere N-H si O-H la 3260 cm™, banda corespunzitoare vibratiei
de intindere C-H la 2922 si 2852 cm™. Sunt evidentiate de asemenea si benzile caracteristice
suportului anorganic, vibratia de intindere asimetricd a Si-O-Si la 1028 cm™ si la 548 cm™ si

respectiv banda caracteristica magnetitei corespunzatoare legaturii Fe-O. In acelasi mod a fost
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pus in evidentd si succesul obtinerii sistemului nanostructurat FesOs-PABA-SiO2-4-APS-
HMBA.

5.2.3.3.  Obtinerea si caracterizarea sistemului nanostructurat FesOs-PABA-SIOz-
SiLOH

Sistemul nanostructurat FesOs-PABA-SiO2-SiL-OH (Fig. 5.52) a fost sintetizat avand
la baza nanoparticulele de tip core-shell FesOs-PABA-SIO2-1.
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Figura 5.52. Reprezentarea graficd a sistemului nanostructurat FesOs-PABA-SiO2-SiL-OH

Un sistem linker organic, SiL-OH, similar cu linker-ul utilizat frecvent in SPPS, si
anume HMBA, a fost obtinut din 1,4-dimetilolbenzen si gamma-izicianatopropil trietoxi silan
(Schema 5.10) si a fost grefat ulterior pe suprafata nanoparticulelor FesOs-PABA-SiO2-1

conform sirului de reactii prezentat in Schema 5.11.

HsC,

CH; H3C
T CH,
0 Hz 2 dibutiltin b H
H3C C\ C. dilaurgt ; H, H 2
c-0- s. NC0+HO\C,©/ —LH3C~C-0-SL -3 Con
H, 0 H 1 ~C Cc Cc (o]
2 OH, H, I Hy
CHy CH, 0
H;C H;C

Schema 5.10. Sinteza sistemului linker SiL-OH

Sistemul linker selectat contine o grupare terminala -CH2-OH 1n pozitia benzilica,
furnizand o legaturd reversibila intre lantul peptidic si suportul solid, asigurand astfel protectia
si blocarea capatului C-terminal in timpul procesului de sinteza a peptidelor in faza solida [138].

H;C
NH, o ¥ CH,

S 2NH, . Sio
HN, silicat de sodiu ~ HO-Sip, Bi.on o H, H 22
—_— H;C~c-O- s‘ -Ce-N-g-O- ~OH
H N NH, CTAB HO-Si si-oH * M3 ﬁ ! ﬁ ﬁ c ﬁ@
NH CH,COOH 2 ° 2 M2 o 2
2 Si-OH _CH,
HO-Si HsC”

Schema 5.11. Sinteza sistemului nanostructurat FesOs-PABA-SiO2-SiL-OH

Structura sistemului linker SiL-OH a fost confirmata prin *H RMN, *C RMN si FT-IR

prin identificarea deplasarilor chimice specifice si prin prezenta benzilor de absorbtie
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caracteristice. Atributiile semnalelor din spectrele RMN de proton si carbon ale sistemului SiL-

OH sunt prezentate in Figura 5.53.
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Figura 5.53. Deplasarile chimice, 81 si ale SiL-OH

Structura sistemului linker SiL-OH obtinut a fost confirmata si de spectrul FT-IR prin
prezenta benzilor de absorbtie caracteristice vibratiei de intindere N-Huyretan la 3331 cm™ si
C=Ouretan 12 1695 cm™. Banda corespunzitoare vibratiei de deformare N-H poate fi observati la
1528 cm™ iar banda corespunzitoare vibratiei de intindere N-CO-O la 1244 cm™. Structura
aromatici este evidentiatd prin prezenta benzilor caracterictice Carn la 769 cm™. Banda
corespunzitoare vibratiilor de intindere asimetricd Si-O-Si poate fi observati la 1072 cm™ iar
banda corespunzitoare vibratiei de intindere C-H la 2926 cm™,

Obtinerea sistemului nanostructurat FesOs-PABA-SiO2-SiL-OH a fost demonstrata de
spectrul FT-IR prin prezenta benzilor de deformare pentru amina secundard la 1519 cm?,
benziilor de intindere C=0 la 1692 cm™ si N-H la 3331 cm™ si a benzilor caracteristice
vibratiilor de intindere C-H la 2927 cm™ precum si vibratiile de deformare corespunzitoare
structurii aromatice Car-+ la 772 cm™ care confirma prezenta unititilor alifatice si aromatice
legate de nanoparticulele core-shell-silice. Prezenta invelisului de silice este confirmat de banda
corespunzatoare vibratiei asimetrice Si-O-Si la 1000 cm™ iar la 550 cm™ banda caracteristici

magnetitei corespunzatoare legaturii Fe-O.

5.2.3.4.  Obtinerea si caracterizarea sistemului nanostructurat FesOs-PABA-SiO2-SiL-

OHmw

Avand in vedere tendinta de aglomerare observata in micrografiiile TEM pentru sistemele
Fes04-PABA-SIO2 pentru care template-ul CTAB a fost indepartat prin calcinare care
afecteaza suprafata specificd a nanoparticulelor, si deci si performantele asteptate in SPPS o
noua strategie a fost abordata pentru sintetizarea unui sistem nanostructurat cu linker SiL-OH
prin utilizarea unei materii prime care nu este calcinatd si anume Fe30s-PABA-SIO2-2.
Procedura de lucru adoptatd pentru sistemul nanostructurat final Fe3Os-PABA-SiO2-SiL-

OHmw a fost functionalizarea secventiala a nanoparticulelor FesOs-PABA-SIO2-2, cu gamma-
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izocianatopropil trietoxi silan si 1,4-dimetilolbenzen la microunde in prezenta de dibutiltin

dilaurat asa cum este prezentat in Schema 5.12 [138].
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NH, 7 cH,

H.N S _NH; . Siol "
2 “",A TEOS HO-Siy, i.on O n, microunde
—=s = i + H3C~-0-Si.c-C~-c-NCO
si-oH * HiC-c c-t~c T
AN NH NH: gg: HO-Si H, O H, H, -EtOH
2 . i
CH;COOH =  Si-OH _CH,
NH.OH HO-Si H;C
SiOH
! ! H, H, H, .
HO-Si Sl—O\ c.___c _c microunde
— sico-si” C Nco T HO c-OH —————— >
/ H, H, dibutiltin dilaurat
HO-S Si—o
Si-OH
SiOH
o
HO-Si si—o @2 4 M
— Si-0-Si \ﬁ/ \H/ ~o0— \Q\C‘OH
HO-S sio z Hz
Si-OH

Schema 5.12. Sinteza sistemului nanostructurat FesOs-PABA-SiO2-SiL-OHmw

Obtinerea sistemului nanostructurat FesO4-PABA-SiO2-SiL-OHmw a fost demonstrata
de spectrul FT-IR prin prezenta benzilor de deformare pentru amina secundari la 1538 cm™,
benziilor de intindere C=0 la 1694 cm™ pentru legatura amidicd si N-H la 3325 cm™ si a
benzilor caracteristice vibratiilor de intindere C-H la 2926 cm™ si vibratiilor de deformare
corespunzitoare structurii aromatice Car.1 la 775 cm care confirmi prezenta unititilor alifatice
si aromatice legate de nanoparticulele core-shell-silice. Prezenta invelisului de silice este

confirmat de banda corespunzitoare vibratiei asimetrice Si-O-Si la 1015 cm™.

5.3. Concluzii

Nanoparticulele magnetice core-shell FesOs-PABA au fost sintetizate prin metoda co-
precipitarii iar shell-ul secundar de silice a fost obtinut printr-o metoda sol-gel modificata
folosindu-se o solutie de silicat de sodiu (p=1.39 g mL™) si TEOS ca surse de silice.

Biodisponibilitatea nanoparticulelor magnetice Fe3O4-PABA a fost determinata
folosind modelul membranei corioalantoidiene (CAM) de embrion de pui si modelul murin.

Au fost proiectate patru noi tipuri de sisteme nanostructurate pe baza de nanoparticule
magnetice cu shell organic (PABA) si shell secundar de silice care sd constituie suportul solid
pentru sinteza de peptide in fazd solida: FesOs-PABA-GA-PPD, FesOs-PABA-SiO2-APS-
HMBA, Fe30s-PABA-SIO2-SiL-OH si FesOs-PABA-SiO2-SiL-OHw. Aceste sisteme sunt
decorate cu linkeri similari celor utilizati frecvent in sinteza de peptide in faza solida.

A fost proiectat un nou sistem linker SiL-OH cu grupare -OH libera, obtinut din 1,4-
dimetilolbenzen si gamma-izocianatopropil trietoxi silan.

Toate tipurile de nanoparticule sintetizate si respectiv sistemele nanostructurate cu
aplicatii in sinteza in faza solida au fost caracterizate utilizand metode moderne de investigare:
XRD, FT-IR, TEM, SEM, EDX, DLS, BET, VSM.
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CAPITOLUL 6. CONTRIBUTII ORIGINALE PRIVIND APLICATIILE iN
ELECRONICA ALE NANOPARTICULELOR Fe304+-PABA SI INVESTIGAREA
PROPRIETATILOR ELECTRICE ALE NANOFILMULUI FesO4-PABA-SiO2 DOPAT
CU DPPH

Tn acest capitol s-au avut in vedere urmatoarele obiective:

(a) Aplicatii speciale ale nanoparticulelor FesOs-PABA: Obtinerea tranzistorului pe
baza de nanoparticule Fe30s-PABA

(b) Investigarea proprietatilor electrice ale nanofilmului FesOs-PABA-SIO. dopat cu
DPPH

6.1. Aplicatii speciale ale nanoparticulelor Fe3Os-PABA: Obtinerea

tranzistorului pe bazi de nanoparticule Fe304-PABA

Tranzistorul pe bazd de nanoparticule Fe3Os-PABA a functionat ca dispozitiv
electronic, prin plasarea a doud sonde subtiri pe partea superioard a filmului FesO4-PABA, ca
contacte Sursa si Drend. Electrodul ITO a fost utilizat ca electrod de Poarta. Trei filme de
FesO4-PABA cu grosimi diferite ale fiecarui strat, si anume: de 200, 400 si 600 nm au fost

depuse pe acelasi substrat acoperit anterior cu un strat de polistiren de 100 nm, prin metoda Dip

Coating [137].
Sursa Drena } Contacte
Vs=0 VD <0 sus
, Sonde
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Figura 6.1. (a) Structura de testare a tranzistorului organic cu film subtire (TFT), similara tranzistorului cu contacte
sus si poartd jos (BGTC) de tip p [181] (b) testarea proprietitilor electrice ale tranzistorului pe baza de
nanoparticule FesO4-PABA

Curbele caracteristice de iesire subliniaza o regiune cvasi-liniara, urmata de o regiune

de saturatie specifica filmelor OTFT de tip p (Fig. 6.2.3).

=©=NCS 600nm at VSD=1V
=fr-NCS 400nm at VSD=1V

—o—NCS 200nm at VSD=10V

130

—o=NCS 200nm
=f=NCS 400nm
—o~NCS 600nm

150 (nA) for 400nm and 600nm
Iso(nA) for 200nm

(a) VSD iV (b) Ves (V)
Figura 6.2. Curbele caracteristice masurate ale tranzistorului organic Fe3Os-PABA fabricat: (a) curbele
caracteristice de iesire la Ves = 0 V; (b) curbele caracteristice de transfer la diferite Vso = 1 V pentru grosimi de
200, 400 si respectiv 600 nm si 10 V numai pentru grosime de 200 nm
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Comportarea ca semiconductor de tip p a filmului de FesOs-PABA a fost pusa pe seama
capacitatii compusului organic, PABA, de a functiona ca acceptor de electroni, prin obtinerea
unui sistem de tip radical cationic ca urmare a transferului unui electron, sistem stabilizat prin

conjugare capabil de a ceda la randul sau electronul prin revenirea la structura initiald, conform

Schemei 6.1.

Schema 6.1. Stabilizarea ca radical-cation prin acceptare de 1 electron pentru sistemul nanostructurat FezOa-
PABA

Acumularea la tensiuni de poarta negative (Fig. 6.2.b) constituie cel mai eficient regim.
Aceasta este principala dovada cd filmul FesOs-PABA prezintd un comportament de tip ,,p”

pentru modelul OTFT fabricat [137].

6.2. Investigarea proprietatilor electrice ale nanofilmului Fes0s-PABA-SIiO>
dopat cu radical DPPH

Compusii organici puternic polarizabili, ca specii bogate sau cu deficientd de electroni
(ex: radicalul difenil-picril-hidrazil, fenilsidnona sau polianilina) sunt buni candidati pentru
aplicatiile de transfer de electroni in electronica, precum: tranzistorul tip TET (tranzistor cu film
subtire).
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Figura 6.5. Structura de testare a tranzistorului organic cu film subtire de tip n (TFT), cu comportament de
tranzistor cu efect de camp

Caracterul de tip ,,n” al nanofilmului FesOs-PABA-SiO2 dopat cu radical DPPH a

fost dovedit prin masuritori statice. Comportarea ca semiconductor de tip ,,n” a nanofilmului
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FesO4-PABA-SIO2 dopat cu radical DPPH a fost pusa pe seama capacitatii radicalului DPPH
de a functiona ca donor de electroni, prin obtinerea unui sistem de tip cationic ca urmare a
transferului unui electron, sistem stabilizat prin conjugare, capabil de a accepta la randul sau

electronul prin revenirea la structura initiald, conform Schemei 6.2.
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Schema 6.2. Structurile limita ale carbocationului DPPH* format prin transfer de 1 electron

Pentru optimizarea structurii teoretice a radicalului DPPH si a structurii rezultate in
urma transferului de 1 electron, precum si pentru evidentierea distributiei partiale de sarcind a
acestor doua structuri S-a utilizat programul de modelare molecularda Gamess. Se constata, asa
cum demonstreaza si structurile limita, o stabilizare a acestora prin conjugare pe sistemul
aromatic. Diferenta de energie (AE=-163.485 Kcal/mol) justificd teoretic comportarea ca

semiconductor a radicalului DPPH prin transfer de 1 electron.

6.2.1. Caracterizarea nanofilmului FesOs-PABA-SiO2 dopat cu radical DPPH

In spectrul de masa (Fig. 6.9) obtinut utilizind tehnica de ionizare ESI si introducerea
probei prin infuzie directd, poate fi observat ionul molecular corespunzator radicalului DPPH

[m/z 394] precum si distributia izotopica specifica [M+1] si [M+2].

Figura 6.9. Analiza HR-MS a solutiei radical DPPH

Confirmarea picului molecular in analizele MALDI (Fig. 6.10) arata transferul cu succes

si fara degradare a sistemului radicalic In matricea nanostructurata si apoi in filmul subtire.
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Metoda de ionizare MALDI a fost utilizatd pe baza caracteristicii de protejare a compusului
analizat prin transferul de energie de la matrice cétre proba in cursul procesului de ablatie laser.
Fiind cunoscuta utilizarea nanoparticulelor magnetice ca matrice pentru analize MALDI pentru
analiza moleculelor cu mase mici [186] nu a fost necesara utilizarea altei matrici suplimentare

deoarece ionizarea intrinseca produsa de nanoparticulele FesO4-PABA-SiO2-4 a fost suficienta.

Figura 6.10. Analiza MALDI a nanofilmului FesO4-PABA-SiO2 dopat cu radical DPPH

Estimarea omogenitatii nanofilmului FesO4-PABA-SiO2 dopat cu radical DPPH
Omogenitatea depunerii filmului a fost evidentiatd prin omogenitatea raspunsului

spectral (Fig. 6.10. si 6.11.) utilizind urmatoarele tehnici de caracterizare: MALDI si

microscopie FT-IR. Pentru nanofilmul obtinut se observa, de asemenea si o zona de

discontinuitate Tn zona de start.

mag-dpph

Figura 6.11. Analiza microscopie FT-IR a nanofilmului FesO4-PABA-SiO2 dopat cu radical DPPH

Caracterul de tip ,,n” al nanofilmului FesOs-PABA-SIO2 dopat cu radical DPPH a

fost dovedit prin masuratori statice.

6.3. Concluzii

Au fost investigate proprietatile electrice ale nanofilmelor FesOs-PABA si FesOus-
PABA-SiO2 dopat cu DPPH obtinute prin metoda Dip-Coating.

Nanofilmul Fes3Os-PABA obtinut a functionat ca dispozitiv electronic cu un
comportament de tip ,,p” pentru modelul OTFT (tranzistor organic cu film subtire) fabricat.

Nanofilmul Fe3Os-PABA-SiO2 dopat cu radical DPPH obtinut a functionat ca
dispozitiv electronic cu un comportament de tranzistor tip TFT (tranzistor cu film subtire) cu
film de tip ,,n”. Caracterul de tip ,,n” al nanofilmului FesOs-PABA-SiO2 dopat cu DPPH a

fost dovedit prin masuratori ale caracteristicilor statice de dispozitiv.
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CAPITOLUL 7. CONTRIBUTII ORIGINALE ASUPRA SINTEZEI DE PEPTIDE PE
SUPORT NANOSTRUCTURAT MAGNETIC (NSS)

In acest capitol este prezentati testarea noilor sisteme nanostructurate sintetizate, ca
suport solid pentru sinteza de peptide pe suport solid. Protocolul de lucru a implicat ,, szrategia
de sinteza Fmoc”.

7.1 Obiectivele cercetarii experimentale

(1) Sinteza de peptide pe suport nanostructurat magnetic

(2) Caracterizarea si identificarea fragmentelor peptidice obtinute

7.2 Sinteza de peptide pe suport nanostructurat magnetic

S-a folosit metoda de sinteza de peptide in faza solida pe suport solid nanostructurat
magnetic numitd Sinteza pe Suport Nanostructurat (NSS), pentru a depasi problema
solubilitatii, oferind avantajul accesului reactantilor la centrul de reactie; dar si 0 separare rapida
a produsilor intermediari si finali din mediul de reactie in cdmp magnetic. Eficienta noilor
sisteme nanostructurate sintetizate, a fost demonstrata prin folosirea acestora ca suport solid in

sinteza de peptide conform Tabelului 7.2. utilizand principiul SPPS.

Tabel 7.2. Secventele peptidice obtinute prin strategia NSS

Suport nanostructurat Secventa m/z m/z Metoda
magnetic peptidica teoretic experimental caracterizare
Fes04-PABA-GA-PPD Lys-Ala-Gly 275.17 275.08 LC-MS
Fes0s-PABA-SIO2-APS- Val-lle-Lys 359.26 359.34 HR-MS
HMBA

Fe304-PABA-SIO,-SiL-OH Gly-Ala-Phe 359.34 294.20 LC-MS
Fes04-PABA-SIO»-SiL- Leu-lle-Val 344.25 344.22 LC-MS
OHmw

Criteriile de alegere ale amino acizilor utilizati in sinteza de peptide au avut drept scop
obtinerea unor peptide cu importantd biologica care se regasesc in peptide intalnite in natura
sau care prezintd proprietati biologice/farmacologice importante. De asemenea, pentru a
determina limitele intre care poate fi folositd aceasta metoda de sinteza in faza solida s-au folosit
amino acizi ce prezintd catena laterald ramificatd, precum si alte grupari functionale care
necesitd operatii suplimentare de protejare/deprotejare. Influenta impiedicarii sterice asupra
performantelor metodei de sinteza in fazd solida pe diferitele tipuri de suport solid nou
sintetizate a fost estimata prin folosirea de amino acizi cu volume diferite ale catenelor laterale.
Informatiile asupra volumului si structurii spatiale a peptidelor sintetizate au fost obtinute cu
ajutorul programului de modelare molecularda Hyperchem 8.0. Amino acizii utilizati au fost:
glicina, alanina, lizina, fenilalanina, valina, leucina, izoleucina.
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Tabel 7.3. Informatiile asupra volumului si structurii spatiale a peptidelor sintetizate obtinute

cu ajutorul programului de modelare moleculara Hyperchem 8.0

Secventa peptidica Structura secventei peptidice optimizate in
Hyperchem 8.0

Lys-Ala-Gly
(KAG)
Val-lle-Lys
(VIK)

Gly-Ala-Phe
(GAF)

Leu-lle-Val
(L1v)

Rezultatele experimentale obtinute prin FT-MS (Tabel 7.2.) arata obtinerea cu succes a
secventelor peptidice propuse; precum si fezabilitatea metodei de sinteza de peptide utilizand

ca suport solid un sistem nanostructurat magnetic prin strategia de sinteza Fmoc.

M-H]

Figura 7.21. Analiza FT-MS pentru peptidele sintetizate
7.2.2 Obtinerea si caracterizarea peptidei Val-lle-Lys

Secventa peptidica Val-lle-Lys a fost sintetizata folosind ca suport solid atat sistemul
nanostructurat FesOs-PABA-SiO2-3-APS-HMBA cat si sistemul nanostructurat Fe3Os-
PABA-SiO2-4-APS-HMBA.

In spectrul de masi (Fig 7.22.) obtinut prin HR-MS utilizand tehnica de ionizare ESI si
introducerea probei prin infuzie directa, poate fi observat ionul molecular protonat [M+H]" la

m/z 359.34 in acord cu valorile calculate cu ajutorul soft-ului disponibil online PROTEOMICS
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TOOLKIT. De asemenea, pot fi observate picurile la m/z 381,32 corespunzator [M+Na]" si m/z
397.30 corespunzator [M+K]". Picurile izotopice de tip ([M+H]* + 1), ((M+H]* + 2), ((M+H]*
+ 3) deriva de la ionul molecular protonat [M+H]*. Ca urmare, acestea se vor situa la 2, 3, 4

uam diferenta fata de ionul molecular.
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Figura 7.22. Analiza HR-MS a peptidei Val-lle-Lys

Overtad (nt

7.3. Identificarea peptidelor si a fragmentelor posibile obtinute prin analiza

FT-MS

Spectrometria de masd este folositd pentru analiza peptidelor si proteinelor datoritd
amino acizi ale peptidelor, dar si pentru a caracteriza o mare varietate de modificari post-
translationale, cum ar fi fosforilarea si glicozilarea [193].

In timpul ionizarii, protonarea apare pe site-urile bazice, iar diferitele forme protonate
ale unei peptide sau a unei proteine depind atat de energia interna a ionilor cat si de bazicitatea
pozitiilor implicate in procesul de protonare. Prezenta unei sarcini la un anumit site poate
favoriza fragmentarea legaturilor adiacente [194]. Fragmentele pot fi detectate doar daca
prezinta cel putin o sarcind. Daca sarcina este la capatul N-terminal, ionii sunt denumiti a, b sau

c. Daca sarcina este la capatul C-terminal, ionii sunt denumiti x, y sau z [193].
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Figura 7.16. Nomenclatura pentru ionii fragmentelor peptidice rezultati in urma reactiilor de fragmentare (R —

catena laterald a amino acizilor) [193]

7.3.2. ldentificarea Val-lle-Lys si a fragmentelor posibile

X y z X, ¥y 7
i 0 ' ' fo i i Val-Ile-Lys
o ; ; H : Cy7H34N40y
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Figura 7.18. Tipurile de fragmente care se pot obtine pentru peptida Val-1le-Lys
Mecanismele posibile de formare ale fragmentelor de tip [M+H-NHa3]", b1, b, y1, a1, az,

y1-NHs, y>-NH3 pot fi observate in Schema 7.8, Schema 7.9, Schema 7.10., Schema 7.11
(Schema 7.9, Schema 7.10. adaptate dupa ref. [197]; Schema 7.11. adaptata dupa ref. [199]):

i ”
HN—- ¢ —— ¢ —— NH —— CH—— € —— NH——CH——COOH
Ht—CH 0O CH (CHy),
L':II_;/ \L'II_
CH, NH,
¢-NII;
0
N
Hc—ﬁ—Nu—Ll‘l|—c—N||—cn—c0()||
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~
C,Hs CIH,
CH; NI,

IM+H-NH;]  C;H;5,N;0,°
342.24

Schema 7.8. Mecanismul posibil de formare al fragmentului [M+H-NH3]*
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Folosirea disocierii induse prin coliziune pentru ionii precursori conduce la ruperi ale
legaturilor amidice ale peptidelor protonate, conducand la formarea in principal, a ionilor de tip
y si de tip b. Acest comportament este initiat prin transferul de proton cétre atomul de azot
implicat in legatura amidica, ceea ce duce la slabirea legaturilor peptidice si la ruperea acestora
cu formarea fragmentelor corespunzatoare. Prin urmare, un astfel de transfer de protoni implica
existenta unui proton “mobil”, iar atomul de carbon implicat in legatura amidica poate suferi
un atac nucleofil pentru a forma prin ciclizare oxazolona corespunzatoare in forma protonata si
eliberarea ulterioara a fragmentului C-terminal al peptidei.

Dupa cum se poate vedea in mecanismul propus ih Schema 7.9., fragmentul N-terminal
si C-terminal al peptidei exemplificate pot fi atasate prin asociere necovalentd formand un
complex ion-dipol, care sufera o rearanjare prin formarea unui dimer legat in punte prin proton
care poate duce in mod competitiv la formarea unui ion de tip y sau al unui ion de tip b, in
functie de afinitatea relativa a protonului; fragmente care pot suferi fragmentari ulterioare dupa

cum se poate observa in Schema 7.10 [197].
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Schema 7.9. Mecanismul posibil de formare al fragmentelor de tip b, si de tip y1
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Schema 7.11. Mecanismul posibil de formare al fragmentelor de tip b; si y.-NH3
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Tabel 7.6. Alte tipuri de fragmente corespunzatoare peptidei Val-lle-Lys

Tip fragment Formula chimica m/z teoretic m/z experimental
[M+H-H,0O1* C17H33N4O3* 341.25 341.26
[M+H-CO-H.0]* Ci6H33N402* 313.26 313.22
[M+H-N H3]+ C17H3N304* 342.23 342.26
[M-H,O+Na]* C17Hs2N4OsNa* 363.23 363.30
[M+H-2H,0]* C17H31N4O2* 323.24 323.24

Tn spectrele MS-MS (ANEXA 2) au fost identificate urmatoarele tipuri de fragmente
corespunzatoare peptidei Val-lle-Lys: c1, y1,z1 cu m/z 117.43, 130.16, respectiv 147.99 (Fig.
A2.7.); x1 siaz cu m/z 173.00, respectiv 185.92 (Fig. A2.8.); by, c2si z2 cu m/z 213.90, 230.99,
respectiv 243.80 (Fig. A2.9.); X2 si y2 cu m/z 286.82 si 260.88 (Fig. A2.10.) si [M+H-H20]",
[M+H-CO-H20]*, [M+H-NHz3]*, [M-H20+Na]*, [M+H-2H20]* cu m/z 341.26, 313.22, 342.26,
363.30, respectiv 323.24 ( Fig. A2.11.).

7.4. Concluzii

Sistemele nanostructurate sintetizate: FesOs-PABA-GA-PPD, FesO4-PABA-SIiO2-
APS-HMBA, Fe304-PABA-SiO2-SiL-OH si FesOs-PABA-SiO2-SiL-OH au fost testate prin
cuplarea cu succes a cate trei aminoacizi diferiti protejati Fmoc. Diferitele morfologii ale shell-
ului secundar de silice influenteaza dispersabilitatea sistemelor nanostructurate in solventii
folositi in sinteza in faza solida, dar nu afecteaza performanta sintezei de peptide prezentata.

Rezultatele experimentale obtinute prin FT-MS arata obtinerea cu succes a secventelor
peptidice propuse (Lys-Ala-Gly, Val-lle-Lys, Gly-Ala-Phe si Lys-lle-Val), precum si
fezabilitatea metodei de sinteza de peptide utilizand ca suport solid un sistem nanostructurat

magnetic prin strategia de sinteza Fmoc.
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CAPITOLUL 8. CONCLUZII GENERALE

Sinteza de peptide in faza solida reprezinta una dintre principalele metode de sinteza a
peptidelor. Performanta SPPS depinde in mare masura de tipul suportului solid utilizat si poate
fi Tmbunatatita prin utilizarea nanoparticulelor magnetice ca suport solid in locul suportului
clasic polimeric oferind avantajul obtinerii unei suprafete specifice ridicate, proprietatile
magnetice ale miezului magnetic permitand extragerea rapida si usoard a produsului din
amestecul de reactie. De asemenea, accesibilitatea la functionalitatile suprafetei este
imbunatatitd prin accesul direct la centrul de reactie, iar sedimentarea magnetica faciliteaza
intreaga operatiune de spalare intermediara, permitand astfel, o gestionare mai bunda a
reactantilor.

Obiectivul cercetarii al acestei teze de doctorat a fost centrat pe dezvoltarea unei noi
abordari SPPS, si anume sinteza de peptide pe suport nanostructurat magnetic. In acest scop, in
locul suportului solid standard, format dintr-o rasina functionalizata, am dezvoltat noi tipuri de
suport solid constituite din nanoparticule de ferita de tip core-shell cu PABA, shell secundar de
silice si diferite sisteme linker cu grupare terminala polara, labile in conditiile finale de clivare,
capabile sa lege eficient aminoacizi blocati N-terminal si compatibile cu toate etapele sintezei
de peptide mentionata. Abilitatea de atasare a noilor sisteme nanostructurate utilizand principiul
SPPS a fost testata prin cuplarea succesiva a cate trei aminoacizi diferiti protejati Fmoc.

Nanoparticulele magnetice core-shell FesOs-PABA au fost sintetizate prin metoda co-
precipitdrii. Structura cristalind a nanoparticulelor FesO4-PABA a fost demonstrata prin analiza
XRD si SAED:; iar dimensiunea s1 morfologia acestora prin DLS, TEM si SEM. Prezenta shell-
ului de PABA a fost confirmata prin FT-IR. Suprafata specifica a fost estimata prin analiza BET
iar proprietatile magnetice au fost masurate cu ajutorul unui magnetometru cu proba vibranta
(VSM). Biodisponibilitatea nanoparticulelor magnetice FesOs-PABA a fost determinata
folosind modelul membranei corioalantoidiene (CAM) de embrion de pui si modelul murin.
Shell-ul de PABA pe suprafata nanoparticulelor Fe3O4 permite persistenta in circulatie si o
manevrare facild sub actiunea unui camp magnetic static a nanoparticulelor feromagnetice pe
care le functionalizeaza. Nanoparticulele de tipul FesO4-PABA sunt biocompatibile si prezinta
un risc emboligen scazut la administrarea intravenoasa.

Shell-ul secundar de silice a fost obtinut printr-o metoda sol-gel modificata folosindu-
se o solutie de silicat de sodiu (p=1.39 g mL™) si TEOS ca surse de silice. S-a efectuat un studiu
comprativ de indepartare a template-ului prin calcinare respectiv, spalare cu solventi. Spalarea

cu EtOH/Acid acetic 5% urmatd de spdlarea cu EtOH a permis o indepartare eficienta a
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template-ului. Structura si morfologia nanoparticulelor magnetice obtinute FesOs-PABA-SIO2
a fost investigata folosind tehnicile avansate de analiza, si anume: XRD, SEM, TEM, EDX, FT-
IR. Pentru a stabili regimul de tratament termic a fost efectuatd analiza TGA, iar suprafata
specificd a materialului obtinut a fost estimata prin analiza BET. Proprietatile magnetice au fost
masurate cu ajutorul unui magnetometru cu proba vibranta (VSM).

Au fost proiectate patru noi tipuri de sisteme nanostructurate pe baza de nanoparticule
magnetice cu shell organic (PABA) si shell secundar de silice care sa constituie suportul solid
pentru sinteza de peptide in faza solida: FesOs-PABA-GA-PPD, FesOs-PABA-SiO2-APS-
HMBA, Fe304-PABA-SiO2-SiL-OH si FesOs-PABA-SiO2-SiL-OHmw.

Sistemul nanostructurat magnetic FesOs-PABA-GA-PPD proiectat pentru a fi utilizat
ca suport solid pentru sinteza de peptide a fost obtinut folosind nanoparticule magnetice de tip
core-shell, FesO4-PABA si un sistem linker ambident cu grupare -NH; libera, compatibil cu
toate etapele de sintezd. Ca linker s-a folosit glutaraldehida (GA) iar pentru a obtine o grupare
—NH: reactiva la capatul sistemului linker, capabila sa lege eficient aminoacizii blocati N-
terminal, s-a grefat p-fenilendiamina (PPD). Prezenta glutaraldehidei grefate pe suprafata
nanoparticulelor FesOs-PABA si atasarea ulterioara a p-fenilendiaminei a fost confirmata prin
spectrometrie FT-IR.

Noul sistem nanostructurat magnetic FesOs-PABA-SiO2-APS-HMBA proiectat pentru
a fi utilizat ca suport solid in SPPS a fost obtinut prin acoperirea suprafetei nanoparticulelor
magnetice cu shell secundar de silice (FesO4-PABA-SIO2-3 si FesOs-PABA-SIO2-4) cu 3-
aminopropiltrimetoxisilan (APTMS) cu scopul de a obtine grupari -NH> reactive libere. Ca
linker s-a folosit acidul 4-hidroximetilbenzoic (HMBA), linker utilizat frecvent in SPPS.
Materialele intermediare si finale, au fost caracterizate prin spectrometrie FT-IR.

Sistemul nanostructurat magnetic FesOs-PABA-SiO2-SiL-OH nou sintetizat pentru a fi
utilizat ca suport solid in sinteza de peptide a fost obtinut prin grefarea pe suprafata
nanoparticulelor FesO4-PABA-SiO2-1 a unui nou sistem linker organic SiL-OH cu grupare -
CH2-OH libera, similar cu HMBA, obtinut din 1,4-dimetilolbenzen si gamma-izicianatopropil
trietoxi silan. Structura noului sistem linker SiL-OH sintetizat a fost confirmata prin *H RMN,
13C RMN si FT-IR iar structura noului sistem nanostructurat magnetic FesOs-PABA-SiO2-SiL -
OH a fost confirmata prin FT-IR.

Noul sistem nanostructurat magnetic FesOs-PABA-SiO2-SiL-OHmw sintetizat pentru
a fi folosit ca suport solid in SPPS a fost obtinut prin functionalizarea secventiald a

nanoparticulelor FesO4-PABA-SiO2-2, cu gamma-izocianatopropil trietoxi silan si 1,4-
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dimetilolbenzen la microunde in prezenta de dibutiltin dilaurat. Structura noului sistem
nanostructurat magnetic FesOs-PABA-SiO2-SiL-OHmw a fost confirmata prin FT-IR.

Noile sisteme nanostructurate sintetizate au fost testate prin cuplarea cu succes a cate
trei aminoacizi diferiti protejati Fmoc. Diferitele morfologii ale shell-ului secundar de silice
influenteaza dispersabilitatea sistemelor nanostructurate in solventii folositi in sinteza in faza
solida, dar nu afecteaza performanta sintezei de peptide prezentata.

Rezultatele experimentale obtinute prin FT-MS arata obtinerea cu succes a secventelor
peptidice propuse (Lys-Ala-Gly, Val-lle-Lys, Gly-Ala-Phe, Leu-lle-Val); precum si
fezabilitatea metodei de sinteza de peptide utilizand ca suport solid un sistem nanostructurat

magnetic prin strategia de sinteza Fmoc.

Au fost investigate de asemenea, si proprietatile electrice ale nanofilmelor FesOas-
PABA si FesO4-PABA-SiO2 dopat cu DPPH obtinute prin metoda Dip-Coating.

Caracterul de semiconductor de tip ,,p” al nanofilmului FesOs-PABA a fost demonstrat
prin masuratori electrice. Nanofilmul FesOs-PABA de tip ,,p” a intrat in regim de epuizare cu
curent de scurgere mai mic la o tensiune pozitiva pe poarta. Filmele subtiri, de grosimi diferite
(200, 400 si 600 nm) au fost depuse prin metoda Dip Coating. Masuratorile electrice ale
nanofilmului FesO4-PABA au demonstrat ca modelul OTFT (tranzistor organic cu film subtire)
fabricat prezintd un comportament de tip ,,p”.

Caracterul de tip ,,n” al nanofilmului FesOs-PABA-SiO2-4 dopat cu radical DPPH a
fost dovedit prin masuratori statice. Nanofilmul FesO4-PABA-SiO2-4 dopat cu radical DPPH
a fost obtinut prin metoda Dip Coating. Omogenitatea depunerii filmului a fost evidentiata prin
omogenitatea raspunsului spectral utilizand urmétoarele tehnici de caracterizare: MALDI si
microscopie FT-IR. Nanofilmul FesOs-PABA-SiO2-4 a fost utilizat si ca matrice in analiza
MALDI. Masuratorile electrice inregistrate au dovedit un comportament de tranzistor (tip TFT

- tranzistor cu film subtire) cu film de tip ,,n”.
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ANEXA 2 (Capitol 7) - Identificarea fragmentelor peptidice

2. ldentificarea Tn spectrele MS a fragmentelor peptidei VIK
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Figura A2.7. Identificarea in spectrul MS a fragmentelor de tip ¢1, y1, 21 cu m/z 117.43, 130.16, respectiv 147.99
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Figura A2.8. Identificarea in spectrul MS a fragmentelor de tip X1 siaz cu m/z 173.00, respectiv 185.92
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Figura A2.9. Identificarea Tn spectrul MS a fragmentelor de tip by, ¢z si zo cu m/z 213.90, 230.99, respectiv
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Figura A2.10. Identificarea In spectrul MS a fragmentelor de tip X2 si y2 cu m/z 286.82 si 260.88
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Figura A2.11. Identificarea in spectrul MS a fragmentelor de tip [M+H-H,O]*, [M+H-CO-H.0]*, [M+H-NHs]*,
[M-H20O+Na]*, [M+H-2H,0]* cu m/z 341.26, 313.22, 342.26, 363.30, respectiv 323.24
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