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ADNOTARE

Bolocan Natalia „Cercetarea proprietăților antiradicalice ale acidului dihidroxifumaric și a
unor derivați ai săi cu aplicarea metodelor cinetice și computaționale”, teză de doctor în

științe chimice, mun. Chișinău, Republica Moldova, 2022
Structura tezei: Teza constă din introducere, patru capitole, concluzii generale și recomandări, 155
referințe bibliografice, 127 pagini cu text de bază, 77 figuri, 28 tabele. Rezultatele obținute sunt publicate
în 18 lucrări științifice, dintre care 9 articole.
Cuvinte-cheie: acid dihidroxifumaric, antioxidant, sinteza organică, derivați noi, activitate antiradicalică,
DPPH radical, ABTS•+ cation radical, stop-flow, calcule computaționale, reactivitate globală/locală,
orbitali HOMO/LUMO, modelare ADMET, andocare moleculară.
Scopul tezei: constă în cercetarea prin metode cinetice și cuanto-chimice a activității antiradicalice a
acidului dihidroxifumaric și a zece derivați ai săi, obținuți în cadrul acestei lucrări.
Obiectivele cercetării: obținerea și caracterizarea derivaților noi ai DFH4; determinarea activităţii
antioxidante/antiradicalice prin utilizarea radicalilor DPPH• și ABTS•+; studiul legităților cinetice ce
descriu reacțiile dintre DFH4 și derivații acestuia cu radicalul DPPH•, cercetări cuanto-chimice a
izomerizării și tautomerizării DFH4 în diferite medii; calculul descriptorilor de reactivitate globală și
locală a DFH4 și derivaților săi; estimarea prin metode computaționale a proprietăților farmaco-cinetice și
de toxicitate a derivaților cercetați, modelarea efectului inhibitor asupra virusului SARS-CoV-2 utilizând
metoda andocării moleculare.
Noutatea și originalitatea științifică: constă în obținerea a zece derivați ai DFH4 (dintre care 9 sunt
derivați noi) cu proprietăți antiradicalice, cu potențial de utilizare în diferite ramuri ale industriei, precum
industria alimentară, viti-vinicolă și farmaceutică. Cercetările cuanto-chimice au permis identificarea,
pentru prima dată a celor trei izomeri ai DFH4 și abundența lor în diferite medii. Au fost utilizate metode
computaționale de prezicere a proprietăților farmaco-cinetice, de toxicitate și biodisponibilitate pentru
substanțele cercetate, a fost demonstrat computațional efectul inhibitor al compușilor cercetați asupra
virusului SARS-CoV-2.
Rezultatele obținute care contribuie la soluționarea unei probleme ştiinţifice importante: constau în
sinteza a zece derivați ai DFH4 cu proprietăți antioxidante/antiradicalice, și stabilirea experimentală a
legităților cinetice de interacțiune a acestor compuși cu radicalul DPPH•, precum și studiul cuanto-chimic
a structurii electronice și proprietăților acestor compuși. În plan practic, aceste rezultate se înscriu în
direcția de obținere a derivaților cu proprietăți antioxidante/antiradicalice din produsele secundare
vinicole, cu potențial de utilizare în industria alimentară, viti-vinicolă și farmaceutică.
Semnificația teoretică: Rezultatele cercetării contribuie la fundamentarea cunoștințelor în domeniul
cineticii chimice a reacțiilor dintre antioxidanți și radicalii DPPH• și ABTS•+. S-a confirmat posibilitatea
obținerii derivaților cu caracteristici antioxidante pe bază de DFH4, lărgind astfel baza compușilor cu
potențial aplicativ în diferite industrii. Cercetările computaționale demonstrează potențialul de aplicare al
metodelor teoretice și predictive în etapele de design și obținere a noilor derivați cu proprietăți dirijate.
Valoarea aplicativă: în ultimii ani, un accent deosebit se pune pe dezvoltarea durabilă și asigurarea
sănătății populației, inclusiv prin siguranța medicamentelor și a alimentelor, astfel că obținerea
substanțelor noi cu caracter antioxidant/antiradicalic pe baza compușilor naturali este o direcție de mare
interes și potențial aplicativ. În cadrul cercetării au fost obținuți nouă derivați noi pe bază de DFH4, dintre
care patru compuși posedă activitate antioxidantă/antiradicalică pronunțată față de radicalii DPPH• și
ABTS•+ demonstrată experimental, și proprietăți similare medicamentelor (inclusiv farmaco-cinetice, de
biodisponibilitate și toxicitate) prezise prin metode computaționale. Toți compușii cercetați au demonstrat
o bună afinitate de legare cu proteaza principală a virusului SARS-CoV-2, subliniind posibilitatea de
utilizare a lor pentru combaterea acestui virus.
Implementarea rezultatelor științifice: Lucrarea a servit drept bază pentru dezvoltarea direcției de
cercetare a reacțiilor dintre substanțe cu caracter antioxidant/antiradicalic cu DPPH• și ABTS•+ în cadrul
Laboratorului de Chimie Fizică și Cuantică. Rezultatele obținute pot fi interesante pentru firmele
farmaceutice, pentru producătorii aditivilor alimentari. Metodele computaționale moderne utilizate în
premieră în cadrul Laboratorului de Chimie Fizică și Cuantică vor contribui la fundamentarea
cunoștințelor studenților/masteranzilor/doctoranzilor cu privire la modelele teoretice disponibile pentru
cercetarea și prognozarea reactivității substanțelor chimice de interes.
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ANNOTATION

Bolocan Natalia “Research of the antiradical properties of dihydroxyfumaric acid and
some of its derivatives with the application of kinetic and computational methods”,

doctoral thesis in chemical sciences, mun. Chisinau, Republic of Moldova, 2022

Thesis structure: The thesis consists of an introduction, four chapters, general conclusions and
recommendations, 155 bibliographic references, 127 pages with basic text, 77 figures, 28 tables. The
results are published in 18 scientific papers, of which 9 are articles.
Keywords: dihydroxyfumaric acid, antioxidant, organic synthesis, new derivatives, antiradical activity,
DPPH•, ABTS•+, stop-flow, computational calculations, global/local reactivity, HOMO/LUMO orbitals,
ADMET profiling, molecular docking.
The aim of the thesis: consists in the research by kinetics and quanto-chemical methods of the
antiradical activity of dihydroxyfumaric acid and its derivatives, obtained by the author herein.
Research objectives: obtaining and characterizing new derivatives of DFH4; determination of
antioxidant/antiradical activity using the radicals DPPH• and ABTS•+; study of the kinetic laws describing
the reactions between DFH4 and its derivatives with DPPH•; quantum-chemical research of the
isomerization and tautomerization processes of DFH4 in different media; calculation of the global and
local reactivity descriptors of DFH4 and its derivatives; estimation by computational methods of the
pharmaco-kinetic and toxicity properties of the researched derivatives, modeling of the inhibitory effect
on the SARS-CoV-2 main protease using the molecular docking method.
Scientific novelty and originality: lies in the synthesis of ten new DFH4 derivatives with antiradical
properties, with potential for use in the food, wine-making and pharmaceutical industries. Quantum
chemical research has identified, for the first time, the most stable three isomers of DFH4 and their
abundance in different environments. Computational methods were used to predict the pharmaco-kinetic,
toxicity and bioavailability properties of the investigated substances, the inhibitory effect of the
investigated compounds on the SARS-CoV-2 main protease was demonstrated computationally.
The obtained results that contribute to the solution of an important scientific problem: consist in the
synthesis of ten DFH4 derivatives (of which 9 are new) with antioxidant/antiradical properties, and the
experimental establishment of the kinetic laws of interaction of these compounds with the radical DPPH•,
as well as the quantum chemical study of the electronic structure and properties of these compounds. In
practical terms, these results are in strong connection with the direction for obtaining derivatives with
antioxidant properties from wine by-products, with potential for use in pharmaceutical and food industries.
Theoretical significance: the research results contribute to the substantiation of knowledge in the field of
chemical kinetics of the reactions between antioxidant compounds and DPPH• and ABTS•+ radicals. The
results confirmed the possibility of obtaining derivatives with antioxidant/antiradical characteristics based
on DFH4, thus broadening the base of compounds with potential applications in industry. The results of
computational research demonstrated the potential for the application of theoretical and predictive
methods in the design stages of new compounds with useful properties.
Applicability: in recent years, a special emphasis is placed on sustainable development and ensuring the
health of the population, including through the safety of medicines and food, so obtaining new substances
with an antioxidant/antiradical character based on natural compounds is a direction of great interest and
application potential. In this research, nine new DFH4 based derivatives were obtained, of which four
compounds have experimentally demonstrated pronounced antioxidant/antiradical activity in DPPH• and
ABTS•+ tests, and significant computationally predicted drug-like properties, including pharmacokinetic
and toxicity properties, as well as good bioavailability. All investigated compounds demonstrated a good
binding affinity with the main protease of the SARS-CoV-2 virus, underlining the possibility of their use
to combat this virus.
Implementation of scientific results: This research served as the basis of the research direction
regarding the reactions between antioxidant/antiradical substances with DPPH• and ABTS•+ radicals
within the Laboratory of Physical and Quantum Chemistry. The results obtained can be interesting for
pharmaceutical companies, for food additive manufacturers. The quantum chemical methods used for the
first time in the Physical and Quantum Chemistry Laboratory will contribute to the substantiation of
students knowledge on the theoretical models available for the research and design of the reactivity of
chemicals of interest.
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АННОТАЦИЯ

Болокан Наталья «Исследование антирадикальных свойств диоксифумаровой кислоты и
некоторых ее производных с применением кинетических и вычислительных методов »,

докторская диссертация по химическим наукам,
мун. Кишинев, Республика Молдова, 2022

Структура диссертации: Диссертация состоит из введения, четырех глав, общих выводов и рекомендаций,
155 библиографических ссылок, 127 страниц основного текста, 77 рисунков, 28 таблиц. Результаты
опубликованы в 18 научных работах, из которых 9 статей.
Ключевые слова: дигидроксифумаровая кислота, антиоксидант, органический синтез, новые производные,
антирадикальная активность, радикал DPPH•, ABTS•+ катион-радикал, stop-flow, расчётные методы,
глобальная/локальная реакционная способность, HOMO/LUMO орбитали, молекулярный докинг.
Цель диссертации: заключается в исследовании кинетическими и квантохимическими методами
антирадикальной активности диоксифумаровой кислоты и десяти ее производных, полученных автором.
Задачи исследования: получение и характеристика новых производных DFH4; определение
антиоксидантной активности с использованием радикалов DPPH• и ABTS•+; изучение кинетических
закономерностей, описывающих реакции DFH4 и его производных с радикалом DPPH•; квантово-
химические исследования процессов изомеризации и таутомеризации DFH4 в различных средах; расчёт
глобальных и локальных дескрипторов реактивности DFH4 и его производных; оценка расчётными
методами фармако-кинетических и токсических свойств исследуемых производных, моделирование
ингибирующего действия на вирус SARS-CoV-2 методом молекулярного докинга.
Научная новизна и оригинальность: заключается в получении десяти новых производных DFH4 с
антирадикальными свойствами, перспективных для использования в различных отраслях таких как пищевая,
винодельческая и фармацевтическая промышленность. Квантово-химические исследования впервые
выявили три самых стабильных изомера DFH4 и их распространенность в различных средах. Использованы
вычислительные методы прогнозирования фармако-кинетических, токсических свойств и биодоступности
исследуемых веществ, было продемонстрировано расчетным путем ингибирующее действие исследуемых
соединений на вирус SARS-CoV-2.
Полученные результаты, способствующие решению важной научной задачи: заключаются в синтезе
девяти новых производных DFH4, обладающих антиоксидантными/антирадикальными свойствами, в
экспериментальном установлении кинетических закономерностей взаимодействия этих соединений с
радикалом DPPH•, а также в квантово-химическом изучении электронной структуры и свойств этих
соединений. В практическом плане эти результаты тесно связаны с направлением получения производных с
антиоксидантными/антирадикальными свойствами из остаточных продуктов виноделия, с потенциалом
использования в пищевой и фармацевтической промышленности.
Теоретическая значимость: результаты исследований способствуют обоснованию знаний в области
химической кинетики реакций антиоксидантных соединений с радикалами DPPH• и ABTS•+. Полученные
результаты подтвердили возможность получения производных с антирадикальными свойствами на основе
DFH4, что расширило круг соединений с потенциалом применения в промышленности. Результаты
вычислительных исследований демонстрируют возможность применения теоретических методов
прогнозирования на этапах конструирования новых производных с желаемыми свойствами.
Применимость: В последние годы особое внимание уделяется устойчивому развитию и обеспечению
здоровья населения, в том числе за счет безопасности лекарственных средств и продуктов питания, поэтому
получение новых веществ c антиоксидантными свойствамиа на основе природных соединений является
направлением, представляющим большой интерес и прикладной потенциал. Автором получено 9 новых
производных на основе DFH4, из которых 4 соединения экспериментально продемонстрировали
выраженную антирадикальную активность и предсказанные расчетным путем лекарственные свойства,
включая фармако-кинетические и токсические свойства, а также хорошую биодоступность. Все
исследованные соединения продемонстрировали хорошее связывание с основной протеазой вируса SARS-
CoV-2, что подчеркивает возможность их использования для борьбы с этим вирусом.
Внедрение научных результатов: Исследования привели к широкому развитию направления исследований
реакций антиоксидантов с радикалами DPPH• и ABTS•+ в Лаборатории физической и квантовой химии.
Полученные результаты могут быть интересны фармацевтическим компаниям, производителям пищевых
добавок. Квантово-химические методы, впервые используемые в Лаборатории физической и квантовой
химии, будут способствовать обоснованию знаний студентов/магистров/аспирантов о теоретических
моделях, доступных для исследования и прогнозирования реакционной способности интересующих
химических веществ.
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LISTA ABREVIERILOR

AAs － acid ascorbic

ABTS•+ － radical cation de acid 2,2’-Azinobis-(3-etilbenz-tiazolin-6-sulfonic)

ACE2 － enzima de conversie a angiotensinei 2

ADMET － absorbție, distribuție, metabolism, excreție și toxicitate
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ASN － asparagină

B3LYP － Becke, 3-parameter, Lee–Yang–Parr (denumirea funcționalei)

BBB － bariera sanguină a creierului

BBD － (E)-1,2-di(1H-benzo[d]imidazol-2-il)etene-1,2-diol

BDE － bond dissociation energy / energia de disociere a legăturii

CRATC － ciclul reductiv al acizilor tricarboxilici

CYS － cisteină

DFH3Na － sarea de sodiu a acidului dihidroxifumaric

DFH4 － acidul dihidroxifumaric

DFT － teoria funcționalei de densitate

DPPH• － radicalul 2,2-difenil-2-picrilhidrazil
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EDM － dimetil 2,3-dihidroxifumarat

ETE － electron transfer enthalpy / entalpia de transfer a electronului
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GLN － glicină

GLU － glutamină

GLY － glicină

HAT － hydrogen atom transfer - transferul atomului de hidrogen

HbO2 － hemoglobina

HIS － histidină

HOMO － cel mai înalt orbital molecular ocupat

IP － potențialul de ionizare

KID － teorema lui Koopman în cadrul DFT (Koopman in DFT procedure)

LEU － leucină

LUMO － cel mai jos orbital molecular liber

MBD － acidul (E)-3-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)-2,3-dihidroxiacrilic

MEAD － 2,3-dihidroxi-N1,N4-bis(2-hidroxietil)fumaramida
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MET － metionină

MPAD － 2,3-dihidroxi-N1,N4-bis(2-hidroxipropil)fumaramida

Mpro － proteaza principală a virusului SARS-CoV-2

NAD － nicotinamid adenin dinucleotid

NADPH － nicotinamid adenin dinucleotid fosfat

NBO － orbitali naturali de legătură

NEB － Nudged Elastic Band (denumire a metodei)

PA － proton affinity/ afinitatea protonului

PAR － putere antiradicalică PAR

PDB － baza de structuri proteice Protein Data Bank

PDE － proton dissociation energy / entalpia de disociere a protonului

PHE － fenilalanină

R － specie radicalică

S － glicoproteina spike

SER － serină

SET-PT － sequential electron transfer, proton transfer /
transferul inițial al electronului urmat de transferul protonului

SMD － modelul de solvatare bazat pe densitate

SPLET － sequential proton loss, electron transfer/

pierderea inițială a protonului urmată de transferul electronului

SRA － specii reactive de azot

SRH － specii reactive de halogeni

SRO － specii reactive de oxigen

ST － stare de tranziție

TAA － activitatea antioxidantă totală

TCE － tetracianoetilenă

TEAC － capacitatea antioxidantă în echivalenți Trolox

THR － treonină
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INTRODUCERE

Actualitatea și importanța temei abordate

Cercetările de față sunt axate pe completarea și aprofundarea studiilor legate de acidul

dihidroxifumaric, de procesele de sinteză a derivaților noi cu caracteristici antioxidante, de

cinetica interacțiunii a DFH4 și derivaților săi cu unii radicali liberi. O atenție deosebită îi revine

utilizării metodelor computaționale pentru înțelegerea datelor empirice obținute, pentru

prezicerea proprietăților farmaco-cinetice, toxicității și indisponibilității substanțelor cercetate,

precum și pentru modelarea computațională a interacțiunilor cu proteaza principală a virusului

SARS-CoV-2.

Acidul dihidroxifumaric a captat atenția Acad. Gheorghe Duca și echipei sale încă în anii

‘80 ai secolului trecut, în timpul cercetărilor transformărilor oxidative ale polifenolilor și acizilor

dicarboxilici din ciclul Baroud.

S-a observat încă atunci faptul că DFH4 participă în procesele oxidative ale vinului și

restabilește formele oxidate ale polifenolilor, îmbunătățind calitatea vinurilor. Grație caracterului

său antioxidant, DFH4 a fost utilizat în cercetările ulterioare unde s-a demonstrat că acest compus

posedă un potențial înalt de utilizare în calitate de aditiv în procesul tehnologic de fabricare a

vinurilor, în industria alimentară pentru stoparea deteriorării oxidative a alimentelor și prevenirea

formării N-nitrozaminelor (substanțe puternic cancerigene), în procesul de fabricare a țigărilor.

Surse importante de N-nitrozamine sunt alimentele preparate din carne, berea, cașcavalurile,

peștele preparat, peștele uscat, laptele praf și produsele cosmetice, toate acestea prezentând

potențiale domenii de utilizare a DFH4.

Dezavantajele utilizării DFH4 sunt câteva, și acestea derivă din structura acidului: același

fragment enediolic care este responsabil pentru activitatea antioxidantă avansată, are capacitatea

de a tautomeriza în forma cetonică, susceptibilă la decarboxilarer. În general, fragmentul

enediolic este destul de labil, și DFH4 se distruge foarte ușor în soluție, prin autocondensare sau

oxidare, în special în prezența metalelor de tranziție. În acest context, sinteza derivaților DFH4

prezintă un interes practic deosebit, scopul principal fiind obținerea compușilor stabili prin

înlocuirea fragmentelor carboxilice.

În ultimii ani, un accent deosebit se pune pe dezvoltarea durabilă și asigurarea sănătății

populației, inclusiv prin siguranța medicamentelor și a alimentelor, astfel că obținerea

substanțelor noi cu caracter antioxidant/antiradicalic pe baza compușilor naturali este o direcție

de mare interes și potențial aplicativ.
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Rezultatele expuse și analizate în teza de doctor au fost obținute în cadrul laboratorului de

Chimie fizică și Cuantică din Institutul de Chimie al Republicii Moldova, în cadrul proiectelor de

cercetare nr. 06.408.029, perioada de realizare 2006-2010; nr. 11.817.08.22F, perioada de

realizare 2011-2014 și nr. 20.8009.5007.27 în cadrul „Programului de stat 2020-2023”.

Scopul lucrării constă în cercetarea activității antiradicalice a acidului dihidroxifumaric și a

derivaților săi noi, prin metode empirice și computaționale.

Pentru realizarea acestui scop au fost înaintate următoarele sarcini:

− sinteza și caracterizarea unor derivați noi ai DFH4;

− determinarea activităţii antioxidante/antiradicalice a substanțelor cercetate prin utilizarea

radicalilor DPPH• și ABTS•+;

− studiul legităților cinetice ce descriu reacțiile dintre DFH4 și derivații acestuia cu radicalul

stabil DPPH•;

− utilizarea metodelor cuanto-chimice pentru cercetarea proceselor de izomerizare și

tautomerizare a DFH4, pentru calculul descriptorilor de reactivitate globală și locală a DFH4

și a derivaților săi in vacuo și solvent; pentru determinarea celui mai probabil mecanism prin

care se manifestă activitatea antioxidantă a DFH4;

− estimarea prin metode computaționale a proprietăților farmaco-cinetice, toxicității și

biodisponibilității derivaților cercetați;

− utilizarea metodei de andocare moleculară pentru modelarea efectului inhibitor al

compușilor cercetați asupra proteazei principale a virusului SARS-CoV-2.

Noutatea și originalitatea științifică rezidă în elaborarea unor metode noi de obținere a

zece de derivați stabili ai DFH4 (dintre care 9 compuși sunt noi) cu proprietăți antiradicalice, cu

potențial de utilizare în diferite ramuri ale industriei, precum industria alimentară și farmaceutică.

Având în structura sa fragmente carboxil-, hidroxil- şi olefină, DFH4 poate fi utilizat pentru a

crea macrocicli porfirinici sau pirimidinici. Totuşi, în pofida progreselor evidente în această

direcţie, chimia acidului dihidroxifumaric, rămâne a fi un domeniu slab studiat în multe aspecte.

Printre lucrările ce țin de modificarea DFH4 există date limitate cu privire la sinteza derivaţilor

aminici, inclusiv a celor cu un fragment heterociclic. În același timp, derivaţi ai DFH4 ce conţin

azot pot deschide noi posibilităţi în sinteza organică: selectarea combinaţiilor adecvate de

substituenţi va permite adaptarea polarităţii în limite largi, a capacităţii de solvatare, a

proprietăţilor catalitice şi, prin urmare, poate influenţa profunzimea şi selectivitatea reacţiei. Din

punct de vedere practic, nucleul benzimidazolic, care a fost unul din fragmentele alese pentru
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obținerea derivaților, s-a bucurat de un interes științific considerabil odată ce s-a constatat că

benzimidazolul inhibă creşterea drojdiilor şi anumitor bacterii, iar unii derivaţii benzimidazolici

posedă diferite efecte farmacologice (antihistaminic, antiulcer, antihipertensiv) și sunt pe larg

utilizați în tratamentul clinic. Derivatul anilinei pe bază de DFH4 ar putea și el prezenta interes,

ținând cont de faptul că un compus similar, acetaminofenul (comercializat sub mărcile Panadol,

Tylenol, paracetamol) este cel mai popular medicament pentru reducerea febrei și a durerilor.

Cinetica reacțiilor dintre derivații obținuți și radicalul DPPH• a fost studiată utilizând

metoda stop-flow care a permis monitorizarea spectrofotometrică a reactanților după prima

jumătate de secundă de reacție. Accesul la timpuri atât de mici de reacție permite determinarea

vitezei de reacție, stoichiometriei și ordinelor de reacție pentru etapa inițială a reacției,

inaccesibilă până acum.

Cercetările cuanto-chimice au permis identificarea, pentru prima dată a celor trei izomeri

ai DFH4, precum și abundența acestora în diferite medii. S-au determinat orbitalii responsabili

pentru manifestarea activității antiradicalice. Pentru prima dată au fost utilizate metodele cuanto-

chimice pentru determinarea indicilor de reactivitate globală și locală a DFH4 și a derivaților

obținuți. Au fost utilizate metode computaționale de prezicere a proprietăților farmaco-cinetice,

de toxicitate și biodisponibilitate pentru substanțele cercetate, iar la final a fost demonstrată o

bună similitudine cu medicamente ale compușilor cercetați. În premieră a fost utilizată metoda

andocării moleculare pentru relevarea interacțiunilor dintre substanțele cercetate și proteaza

principală a virusului SARS-CoV-2, cu scopul de a determina potențialul de inhibiție a acestui

virus de către compușii vizați în studiu.

Ipoteza de cercetare se bazează pe faptul că acidul dihidroxifumaric este un compus

natural ce participă activ în metabolismul celulelor, făcând parte din ciclul acizilor di- și

tricarboxilici, cu proprietăți antioxidante/antiradicalice semnificative. Conform ipotezei de

cercetare, pot fi obținuți derivați ai acestui acid prin metode de sinteză care ar permite

stabilizarea structurii chimice față de procesele oxidare, autocondensare, decarboxilare, cu o

păstrare concomitentă a activității antiradicalice.

A doua ipoteză constă în faptul că derivații obținuți vor demonstra caracteristici similare

medicamentelor în ceea ce privește biodisponibilitatea, absorbanța, distribuția, metabolism

celular, excreție și toxicitate, datorită utilizării în sinteza chimică a fragmentelor cunoscute

pentru utilitatea lor clinică în designul medicamentelor.
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Semnificația teoretică. Rezultatele cercetării contribuie la fundamentarea cunoștințelor în

domeniul cineticii chimice a reacțiilor dintre compușii antioxidanți și radicalii DPPH• și ABTS•+.

Rezultatele au confirmat posibilitatea obținerii derivaților cu caracteristici antiradicalice pe baza

DFH4, lărgind astfel baza compușilor cu potențial aplicativ în ramurile industriei ce au impact

direct asupra sănătății omului. Rezultatele cercetărilor computaționale demonstrează potențialul

de aplicare al metodelor teoretice și predictive în etapele de design al noilor derivați cu caracter

antioxidant/antiradicalic.

Valoarea aplicativă. Au fost obținuți de către autor zece derivați pe bază de DFH4, dintre

care nouă compuși sunt noi, iar patru compuși posedă activitate antioxidantă/antiradicalică

pronunțată față de radicalii DPPH• și ABTS•+ demonstrată experimental și argumentată teoretic,

având proprietăți similare medicamentelor, prezise computațional, inclusiv proprietăți farmaco-

cinetice și de toxicitate, precum și o buna biodisponibilitate. Toți compușii cercetați au arătat

energii de legare cu proteaza principală a virusului SARS-CoV-2 similare sau mai bune decât

acidul ascorbic, subliniind potențialul semnificativ de a inhiba acest virus.

Implementarea rezultatelor științifice. Cercetarea a servit drept bază pentru dezvoltarea

direcției de cercetare a reacțiilor dintre substanțe cu caracter antioxidant/antiradicalic cu radicalii

DPPH• și ABTS•+ în cadrul Laboratorului de Chimie Fizică și Cuantică. Rezultatele obținute pot

fi interesante pentru firmele farmaceutice, pentru producătorii aditivilor alimentari. Metodele

cuanto-chimice utilizate în premieră în cadrul Laboratorului de Chimie Fizică și Cuantică vor

contribui la fundamentarea cunoștințelor studenților/masteranzilor/doctoranzilor cu privire la

metodele teoretice disponibile pentru cercetarea și prognozarea reactivității substanțelor chimice

de interes. A fost elaborată prelegerea Cinetica chimică a sistemelor ecologice pentru studenții

an. III a Facultății de Chimie și Tehnologie Chimică a USM, unde au fost utilizate rezultatele

obținute în lucrarea de față.

Aprobarea rezultatelor. Rezultatele obținute la tema tezei sunt reflectate în 18 lucrări

științifice: 6 articole în reviste internaționale cotate ISI și Scopus (dintre care două fără coautori);

2 articole în reviste internaționale recunoscute și 1 articol în revistă națională de categoria B,

precum și 9 rezumate la diferite manifestări științifice naționale și internaționale. Cercetările

realizate și rezultatele obținute au fost raportate și discutate în fiecare an la ședințele semestriale

ale Laboratorului de Chimie fizică și Cuantică în perioada studiilor la doctorat. De asemenea,

rezultatele obținute au fost prezentate la diferite manifestări științifice: International Conference
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dedicated to the 50th anniversary from the foundation of the Institute of Chemistry of the

Academy of Sciences of Moldova, (May 26-28, 2009, Chisinau); Всероссийская науч.-практ.

конф. с междунар. участием, (Уфа, Россия, 25-26 февр. 2011); The 3rd International

scientific and practical conference (Chicago, 2021), The 1st International scientific and practical

conference (Vancouver, 2021), A 7-a ediție a conferinței internaționale ECOLOGICAL AND

ENVIRONMENTAL CHEMISTRY-2022, conferința națională cu participare internațională

"Științele vieții în dialogul generațiilor: conexiuni între universități, academie și comunitatea de

afaceri" (Chișinău, 29-30 sept., 2022).

Sinteza metodologiei de cercetare și justificarea metodelor de cercetare alese. La

elaborarea tezei de doctor, metodologia de cercetare s-a bazat pe principiile chimiei organice, în

ceea ce privește sinteza compușilor prin optimizarea metodelor cunoscute, precum și pe

principiile fundamentale ale chimiei fizice, pentru studiul vitezelor de reacție, a constantelor de

viteză, stoichiometriei și ordinelor de reacție. Luând în considerație viteza fulgerătoare a

reacțiilor dintre radicalii liberi și substanțele antioxidante, aparatul stop-flow a permis urmărirea

spectrofotometrică a reacției după prima jumătate de secundă. În cadrul cercetării au fost de

asemenea utilizate metode analitice, de analiză calitativă şi cantitativă; metode generale de

cercetare științifică (logică, analiză, sinteză, planificarea experimentului chimic); metode

computaționale (orbitali de frontieră, reactivitate globală și locală, potențial electrostatic, etc.),

metode moderne de modelare a proprietăților farmaco-cinetice, metoda andocării moleculare.

Sumarul capitolelor tezei

Lucrarea conține adnotarea scrisă în 3 limbi: română, rusă și engleză, lista tabelelor, lista

figurilor, lista abrevierilor, introducere, patru capitole, concluzii și recomandări, bibliografie,

declarația privind asumarea răspunderii și CV-ul autorului. Conținutul tezei constituie 127 pagini

de text principal completat cu 28 tabele și 78 figuri.

În Introducere sunt descrise actualitatea și importanța temei studiate, este formulat scopul

și obiectivele tezei, este descrisă noutatea și originalitatea științifică a cercetărilor, importanța

teoretică și valoarea aplicativă a lucrării, aprobarea rezultatelor, fiind argumentată metodologia

de cercetare și justificate metodele de cercetare alese.

În Capitolul 1 se discută structura și transformările acidului dihidroxifumaric, sunt

prezentate abordările teoretice și practice generale ce țin de metodele de studiu a izomeriei cis-

/trans-, rolul DFH4 în sistemele biologice, importanța în cadrul postulatelor chimiei prebiotice,

precum și rezultatele aplicative obținute cu utilizarea DFH4.
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În Capitolul 2 este expusă metodologia de cercetare pentru realizarea scopului și

obiectivelor propuse, după cum urmează: descrierea echipamentului și a reactivilor, a metodelor

de determinare a activității antioxidante cu utilizarea radicalilor DPPH• și ABTS•+; prezentarea

tehnicilor de sinteză utilizate de către autor pentru obținerea celor zece derivați (dintre care 9

sunt noi) ai DFH4, și a metodelor computaționale utilizate pentru efectuarea calculelor cuanto-

chimice, a modelării proprietăților ADMET și a andocării moleculare.

Capitolul 3 descrie obținerea și caracterizarea derivaților sintetizați de către autor din

DFH4, determinarea activităţii antioxidante a DFH4 și a derivaților săi noi prin utilizarea

radicalilor DPPH• și ABTS•+; precum și studiul legităților cinetice ce descriu reacțiile dintre

acidul dihidroxifumaric și derivații acestuia cu radicalul DPPH•: viteze de reacții, constante de

viteză, stoichiometria reacțiilor, ordine de reacție.

În Capitolul 4 este prezentat un amplu studiu teoretic care cuprinde identificarea

izomerilor enediolici și cetonici ai DFH4 in vacuo și în apă, studiul termodinamic și cinetic al

izomerizării geometrice și tautomerizării celor mai stabili izomeri ai DFH4 in vacuo și în apă,

determinarea indicilor de reactivitate globală și locală pentru compușii studiați prin metoda

funcțiilor Fukui, Parr și a indicelui diferenței de reactivitate locală, și utilizând teoria orbitalilor

moleculari de frontieră, in vacuo, apă și metanol. De asemenea, au fost estimate proprietățile

farmaco-cinetice și de toxicitate a derivaților cercetați, precum și potențialul de inhibiție a

acestora asupra virusului SARS-CoV-2 prin metoda andocării moleculare.

La finele fiecărui capitol se regăsesc concluziile care redau în mod generalizat cele mai

importante aspecte ale informației prezentate. În compartimentul Concluzii generale și

recomandări sunt expuse concluziile principale în baza rezultatelor obținute în teză, importanța

practică a acestora și posibilitatea implementării lor.
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1. ACIDUL DIHIDROXIFUMARIC: TRANSFORMĂRI CHIMICE,

PARTICULARITĂȚI, IMPORTANȚA ÎN ORGANISMELE VII ȘI

PROCESE TEHNOLOGICE

1.1. Formarea radicalilor liberi în organismele vii și alimente

Ultimele decenii se caracterizează printr-un interes sporit față de cercetările ce se referă la

descoperirea posibilităților de prevenire a bolilor, în special în ceea ce privește rolul radicalilor

liberi. Studiile ce țin de biologia și medicina radicalilor liberi se extind rapid, deoarece acești

compuși au un rol important pentru sănătatea umană și, prin urmare, pentru calitatea vieții [1].

Oxigenul este esenţial pentru viaţa organismelor aerobe, însă poate deveni toxic în

concentraţii prea mari. Deși oxigenul molecular în stare fundamentală este un gaz inert,

reducerea parţială a acestuia duce la formarea speciilor reactive de oxigen (SRO), iar acumularea

daunelor cauzate de SRO stă la baza uneia dintre cele mai larg acceptate teorii a îmbătrânirii

[2,3,4].

În celule, radicalii liberi se formează în mod continuu, fiind produse secundare ale

metabolismului oxigenului în timpul procesului de fosforilare oxidativă care are loc în

mitocondrii. Astfel, principala sursă de radicali liberi in vivo este mitocondria [5], urmată de

peroxizomi și reticulul endoplasmatic, activitatea enzimelor, metabolismul acizilor grași și

celulele fagocitare [6]. Surse exogene de radicali liberi includ fumul de ţigară, radiaţia ionizantă,

unii poluanţi, solvenţii organici, ionii metalelor de tranziție, pesticidele.

Studii recente au demonstrat că radicalii liberi îndeplinesc multiple funcții biologice

importante, de exemplu SRO și speciile reactive de azot (SRA) operează împreună cu speciile

reactive de halogeni (SRH), ca parte a răspunsului imun celular la infecția cu microorganisme

[7,8], și chiar posedă funcții de semnalizare, activând căi biochimice specifice în interiorul

celulei [8,9]. O bună funcționare fiziologică impune necesitatea unui echilibru între radicalii

liberi și sistemele de dezactivare a acestora. Atunci când radicalii liberi copleșesc capacitatea

organismului de a-i regla, apare o afecțiune cunoscută sub numele de stres oxidativ [8,10],

corelată cu o incidență mărită a bolilor degenerative, cum ar fi cancerul, bolile cardiovasculare,

cataracta, bolile ficatului, inflamaţii, insuficienţa renală ş.a. [11,12]. Astfel, în concentrații mari,

interacţiunea acestor specii cu membranele lipidelor, acizii nucleici, proteine şi enzime sau alte

molecule mici, duce inevitabil la leziuni celulare. Când SRO acționează asupra ADN-ului,

guanina este transformată în 8-oxoguanină, permițându-i să se cupleze cu citozina și adenina.

Această mutație poate apărea atât în ADN-ul nuclear, cât și în cel mitocondrial și poate da

naștere la rupturi duble ale catenei în ADN, ducând la instabilitate genomică [4,13]. Deteriorarea
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proteinelor are loc prin oxidarea de către SRO a lanțurilor laterale și a lanțului principal de

aminoacizi, în special în reziduurile de cisteină și metionină care conțin tiol; acest lucru poate

modifica structural proteina și poate duce la pierderea funcției sau la utilizarea proteinei pentru

semnalizarea mediată de SRO [14]. În cazul lipidelor, expunerea acestora la SRO are ca rezultat

peroxidarea lipidelor, cauzând deteriorarea membranei celulare și generând produse secundare

reactive care pot deteriora și mai mult celula [15].

O altă direcție semnificativ influențată de formarea radicalilor liberi, la fel de importantă

și strâns legată de sănătatea omului, este industria alimentară. Produsele alimentare ce conțin

grăsimi și uleiuri, cum ar fi carnea, mezelurile, uleiurile vegetal, lactatele și produsele de

panificație sunt susceptibile la oxidare datorită compoziției lor chimice [16]. Oxidarea

alimentelor, ce duce inevitabil la râncezire, reprezintă a doua cea mai importantă cauză de

deteriorare a alimentelor, după alterarea microbiană [17]. Astfel, în timpul păstrării îndelungate a

produselor alimentare apar schimbări organoleptice, în special din cauza procesului de auto-

oxidare a acizilor grași nesaturați, care sunt mai vulnerabili la râncezire din cauza stabilității mai

mici în comparație cu acizii grași saturați. Aceste produse oxidate pot avea diferite tipuri de

efecte nocive, cum ar fi citotoxicitatea, mutagenitatea, ulcerul peptic, placa aterosclerotică,

stresul oxidativ etc. [16]. Auto-oxidarea produselor alimentare este influențată de diverși factori

precum temperatura, lumina, oxigenul, umiditatea, radiațiile ionizante, catalizatori, tipurile de

ulei, microorganisme și condiții de procesare și/sau depozitare și pot fi prevenite sau blocate în

cadrul diferitor etape tehnologice (prelucrare, ambalare și depozitare).

O metodă pe larg utilizată pentru prevenirea oxidării este îmbogățirea alimentelor cu

antioxidanți în timpul procesării și conservării. Mecanismele de acțiune ale antioxidanților sunt

diferite, inclusiv controlul pro-oxidanților, inactivarea radicalilor liberi și controlul substraturilor

predispuse la oxidare (acizi grași nesaturați și oxigen) [18]. Cu toate acestea, industria utilizează

în mare parte aditivi sintetici, care însă sunt priviți cu precauție sau chiar negativ de către

consumatorii moderni, care preferă antioxidanții naturali și alimentele fără aditivi sintetici

[17,18,19].

Un număr mare de acizi organici și săruri ale acestora sunt deja aprobați pentru utilizare

în industria alimentară, de exemplu acizii malic (E296), tartric (E334), ascorbic (E300), lactic

(270), succinic (E363) [20]. Acizii lactic, citric, tartric sunt, de asemenea, pe larg utilizați în

industria farmaceutică și de fabricare a produselor cosmetice [21].

În acest context, trebuie subliniată importanța cercetărilor referitor la obținerea derivaților

cu caracteristici antioxidante/antiradicalice pe bază de DFH4, lărgind astfel baza compușilor cu
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potențial aplicativ în ramurile industriei ce au impact direct asupra sănătății omului și a calității

vieții.

1.2. Structura și transformările acidului dihidroxifumaric, aspecte generale

Acidul dihidroxifumaric, numit sistematic acidul (2E)–2,3–dihidroxibut–2–enedioic

conform IUPAC [22], este un dihidroxiacid dicarboxilic, care se obţine din acid tartric prin

dehidrogenare lentă sau procese de oxidare. Pentru prima dată, DFH4 a fost obţinut prin procedee

chimice în 1894 de către Fenton, în urma oxidării acidului tartric cu peroxidul de hidrogen, în

prezenţa Fe(II) [24,24].

DFH4 posedă izomerie cis- și trans-. Astfel, trans-izomerul poartă numele de acid

dihidroxifumaric, iar cis-izomerul se numeşte acid dihidroximaleic. La sfîrșitul secolului XIX,

Fenton a propus ideea că DFH4 există preponderent sub formă de cis-izomer, prin urmare, în

toate lucrările ştiinţifice publicate înainte de anii 1950, acidul este menţionat ca dihidroximaleic.

La începutul secolului XX a fost demonstrat [25] că formele cis- şi trans- sunt identice chimic,

iar în 1953 Hartree [26] a ajuns la concluzia că atât în formă cristalină, precum şi în soluţie,

acidul există doar sub formă de trans-izomer. În soluţie, DFH4 se regăsește în două forme

tautomerice aflate în echilibru dinamic (Fig. 1.1.), iar concentrația formelor tautomerice depinde

de pH-ul soluției [27,28].

HO CO2H

HO2C OH
1

HO CO2H

HO2C O

Fig. 1.1. Reprezentarea schematică a tautomeriei DFH4

Literatura de specialitate menționează câteva dezavantaje în lucrul experimental cu

utilizarea DFH4, și anume: instabilitatea acestui acid în mediul apos (Figura 1.2.), în special din

cauza transformărilor oxidative care duc la formarea acidului dicetosuccinic [29,30], și a

decarboxilării cu formarea glicolaldehidei, precum și solubilitatea redusă a acidului și a sărurilor

sale de Na+, K+, și NH4
+ în apă [31,32,33].

OHHO2C

CO2HO

OHHO2C

CO2HHO

-2 CO2 O

OH
[O]

OHO2C

CO2HO

Acid dioxosuccinic Acid dihidroxifumaric Glicolaldehida(forma cetonica)

Fig. 1.2. Prezentarea schematică a principalelor căi de degradare a DFH4 în soluție
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Anterior a fost arătat că proprietățile fizice și chimice ale DFH4 variază semnificativ în

dependență de specia cercetată: acid dicarboxilic, bază conjugată a acidului dicarboxilic, sau

diester, și literatura de specialitate menționează că aceste specii posedă (a) comportament

nucleofilic sau electrofilic; și/sau (b) caracter oxidant sau reducător (Figura 1.2). DFH4 posedă

caracter nucleofilic foarte puțin pronunțat, în timp ce ionizarea grupărilor carboxilice în mediu

bazic duce la deprotonarea acidului și formarea ionului dicarboxilic (DFH2
-) cu caracter

nucleofilic foarte pronunțat [34,35], în timp ce formele esterificate demonstrează reactivitate

electrofilă [35,36,37].
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O
R

R
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Fig. 1.3. Reprezentarea schematică a electrofilicității și nucleofilicității DFH4 (a) și a

caracterului oxidant/reducător (b) [38]

Stabilitatea speciilor menționate anterior este, de asemenea, diferită. La temperatura

camerei, DFH4 dispare într-un timp destul de scurt (până la o oră), suferind transformări

oxidative, de auto-condensare și decarboxilare, în timp ce forma esterificată rămâne stabilă timp

de mai multe săptămâni, fără a suferi procese de degradare sau auto-condensare [33,38]. DFH4
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este mult mai solubil în solvenți organici, în comparație cu esterul său dimetilic, care se

solubilizează fără reflux la temperatura camerei doar în diclorometan într-o concentrație

nesemnificativă (< 0.05 M) [38]. Ionul dicarboxilic este foarte rapid oxidat de către oxigenul

atmosferic, iar auto-condensarea are loc în doar câteva ore [35].

Având în vedere structura acidului dihidroxifumaric 1, atacul reagenților asupra

moleculei sale este îndreptat în general asupra grupărilor carboxil sau hidroxil. Transformarea

ulterioară a compușilor rezultați conduce la formarea substanțelor cu un număr mai mare sau mai

mic de atomi de carbon decât acidul inițial. Pe de altă parte, tendința către tautomerismul ceto-

enolic al DFH4 și izomerizarea trans- izomerului 1 în izomerul cis- 8 a stârnit interesul autorilor

[26] care au explorat configurația esterilor respectivi (Figura 1.4).

OH

HO CO2H

HO2C

1

CO2R

O H

RO2C

CO2H

HO OH

HO2C

8

CO2R

HO OH

RO2COH

HO CO2R

RO2C

OH

A- C

A- C

A- C A- C

2 R=Et   (35% metoda A)
3 R=Me (45% metoda B)
              (49% metoda C)

4 R=Et   (11%)
5 R=Me (nedetectat)

6 R=Et   (25%)
7 R=Me (nedetectat)

A: EtOH/HCl; B: MeOH/HCl; C: CH2N2/eter

Fig. 1.4. Reprezentarea schematică a transformărilor chimice ale DFH4 din [16]

Astfel, amestecul de esteri etilici 2, 4, 6 a fost sintetizat prin menținerea prelungită a

acidului 1 în etanol/HCl. O abordare analogică a fost utilizată pentru omologii 3, 5 și 7. Cu toate

acestea, a fost izolat numai esterul dimetilic 3. Alternativ, substanța 3 a fost sintetizată prin

metilare cu diazometan [26].

Rezultatele obținute prin compararea constantelor de disociere și a proprietăților

chimiotactice ale acidului 1 cu cele ale compușilor cu structură înrudită confirmă structura trans-
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în soluție apoasă. Formarea culorii gri-maro cu FeCl3 (violet la alcalinizarea mediului) este în

contrast cu culoarea verde obișnuită pentru grupările OH în configurație cis- [26].

Faptul că procesele de etilare și metilare, efectuate în condiții foarte asemănătoare cu

alcooli/HCl, duc la formarea produselor cu structuri diferite (Schema 4) se datorează probabil

valorilor diferite ale solubilităților esterilor etilici și metilici respectivi în amestecurile de reacție

menționate. Astfel, după tratare cu EtOH/HCl, compușii 4 și 6 pot fi izolați, în timp ce după

tratarea cu MeOH/HCl, este detectat doar esterul 7 (identic cu cel preparat cu CH2N2). Conversia

parțială a compusului 2 în 6 are loc în condiții acide de esterificare și faptul că esterul metilic nu

este însoțit de alți izomeri după metilare în condiții similare, demonstrează structura trans- a

produsul inițial 1 [26,28].

Interesul pentru mecanismul de oxidare și izomerizare a cis- și trans-enediolilor a

determinat autorii [39] să încerce prepararea derivaților 8-13 plecând de la acidul 1 (Figura 1.5).

CO2MeHO

OHMeO2C

CO2HHO

OHHO2C
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MeOH/HCl
sau CH2N2 cetena +

13 9 (82%) 10 (randamentul 
      nu se indicã)

11 (randamentul 
      nu se indicã)

12 (nu a fost obtinut) 13 (randamentul 
      nu se indicã)

10 (randamentul 
      nu se indicã)

   M
eO

H

apoi CH
2 N

2

C 6
H 5

COOCl/P
y cetena

Fig. 1.5. Reprezentarea schematică a transformărilor chimice ale DFH4 din [40]

Ca rezultat, a fost demonstrat că benzoilarea trans- dimetileterului de dihidroxifumarat 7

prin acțiunea BzCl/Py duce la formarea dimetil dibenzoilfumaratul 11 ce posedă centro-simetrie

[39]. Formarea trans- dimetil dibenzoilfumaratului 12 nu a fost depistată. Reacția trans- esterului

3 cu cetenă a dus la formarea esterului trans- diacetilic 13. Ca produs secundar în prepararea

lactonei α, β- nesaturate cu 5 membri 9, a fost izolat compusul 10. Astfel, s-a demonstrat că

produsul 10 poate avea configurația trans- numai dacă în acetilarea trans- enediolului 1, înainte

de anhidrizare a avut loc decarboxilarea [39].
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CO2MeHO

OHMeO2C

CO2HHO

OHHO2C

OR3
R2O2C

CO2R2R1O
Me3SiCl
MeOH, 20oC A sau B

13 14  (R1=H, R2=R3=SiMe3, 92%)
15  (R1=R2=R3=SiMe3, 95%)

66%

A: Me3Si-acac, 70oC; B: C3H5SiMe3, CF3SO3SiMe3, MeCN, 20oC

Fig. 1.6. Reprezentarea schematică a transformărilor chimice ale DFH4 din [41]

O altă direcție cercetată anterior este acțiunea diferitor agenți de sililare asupra acidului 1

[40]. Sub acțiunea eterilor enolici ai trimetilsilil 2,4-pentandionei (Me3Si-acac), acidul 1 a fost

transformat în mono-acidul 14. Produsul 15 a fost obținut ca rezultat al sililării acidului 1 cu

ariltrimetilsilan și trimetilsilil triflat în acetonitril, la temperatura camerei (Figura 1.6.).

Autorii [35,42] subliniază potențialul semnificativ de aplicare a transformărilor DFH4 în

mediul apos, în reacții de formare a legăturilor carbon-carbon stereoselective, astfel DFH4 ar

putea deveni un bloc important pentru utilizare în sinteza organică.

CO2
-HO

OH
-O2C

ca nucleofilca electrofil

OH

O

_

"a-hidroxiacetil"

H

O-O2C

HO

"a-carboxiglicolaldehida"

OH
-O2C

OH

OH O

dihidroxifumarat

Fig. 1.7. Reactivitatea latentă a DFH4 ca nucleofil (echivalentul umpolung al α-acetil

anionului) și ca electrofil (α-carboxiglicolaldehidă) în mediul apos [35]

În cercetări anterioare s-a arătat că atunci când DFH4 a acționează ca nucleofil, este

echivalentul umpolung al α-hidroxiacetil anionului, iar în condițiile în care acționează ca

electrofil, este echivalent cu carboxiglicolaldehida (Figura 1.7). Cei doi sintoni mai sus amintiți

sunt accesibili prin procedee destul de complicate, în special în condiții apoase, prin urmare,

utilizarea DFH4 ar putea ușura semnificativ unele procedee de sinteză organică [35,42]. Pe lângă

aplicații la sinteza de molecule mici, autorii [42] atestă posibilitatea implementării lor în sinteza

totală. De exemplu, scheletul dimerului liniar al DFH4 se regăsește în produse naturale complexe,
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cum ar fi acizii zaragozici (squalestatine) [43,44]. Acești acizi sunt inhibitori puternici ai squalen

sintetazei, enzima care catalizează prima etapă în mecanismul de biosinteză a colesterolului,

inhibă creșterea limfomului transformat cu virusul Rauscher și a carcinomului pulmonar Lewis

in vivo [45]. Mai mult, acizii zaragozici au fost capabili să potențeze efectele antitumorale ale

imunoterapiei active și adoptive prin prelungirea supraviețuirii globale a șoarecilor purtători de

tumori, evidențiind potențialul antitumoral al acestor compuși [46].

Se cuvine de a menționa aici că transformările acidului dihidroxifumaric prezintă interes

nu doar în experiențe de laborator, dar și în sisteme naturale.

1.3. Acidul dihidroxifumaric în contextul chimiei biotice și prebiotice

1.3.1. Acidul dihidroxifumaric în sistemele biologice

În mod similar cu alți hidroxiacizi, precum acizii malic, lactic, glicolic, citric, tartric, și

acidul dihidroxifumaric are un rol important in natura vie, fiind cunoscut ca un intermediar în

ciclurile acizilor di- și tricarboxilici. Primele dovezi ale importanţei sale biologice au apărut în

1915 atunci când Neuberg [41] a descoperit că DFH4 este fermentat de drojdie. În 1938 Banga și

co-autorii [47,48] au extras din plante o enzimă, numită de către ei oxidaza acidului

dihidroxifumaric, produsul de oxidare a căreia s-a dovedit a fi, mai târziu, acidul dicetosuccinic.

În 1940 Theorell a descoperit o enzimă în unele plante, care a oxidat acidul dihidroxifumaric cu

o puternică absorbţie de oxigen, şi a demonstrat că acea enzimă a fost peroxidaza [49].

Cercetările efectuate în anii ‘80 ai secolului trecut au demonstrat că centrele active ale

dihidroxifumarat oxidazei şi peroxidazei sunt compuşi coordinativi ai cuprului şi fierului [50].

Conform celor menţionate anterior, aceste enzime catalizează transformarea DFH4 în acid

dicetosuccinic 16 (Figura 1.8).

Prin urmare, s-a sugerat [50] că în sistemul oxigen + DFH4-oxidază, rolul DFH4 este

similar cu cel al acidului ascorbic 17 în sistemul ascorbat-oxidază, care duce la formarea α-

dicetonei 18 (Figura 1.9).

HO CO2H

HO2C OH
1

O CO2H

HO2C O

+1/2 O2 + DFH4 oxidaza

16

Fig. 1.8. Transformarea DFH4 în acid dicetosuccinic sub acțiunea DFH4-ozidazei

Se poate observa din aceste scheme că DFH4 posedă unele similitudini structurale cu

acidul ascorbic şi, prin urmare, în oxidarea biologică acesta poate juca un rol similar cu cel al

ascorbatului, şi anume de transportor intermediar al hidrogenului de la substraturi la oxigen [28] .
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Funcţia oxidazică a peroxidazei a fost demonstrată mai târziu şi faţă de alţi compuşi, cum

sunt: glutationul, hidro- şi naftochinona, fluoroglicina şi altele [50]. O condiţie necesară pentru

decurgerea reacţiei de oxidază s-a demonstrat a fi prezenţa cofactorilor - ioni de mangan şi

diferiţi compuşi fenolici. Mai multe informaţii referitoare la anumite reacţii enzimatice ale

acizilor dihidroxifumaric şi dicetosuccinic în ţesuturile plantelor au fost obţinute de Stafford,

Magaldi, şi Vennesland în 1954 [51].

O

HO OH

O
HO

H
HO

+1/2 O2 + L-ascorbat oxidazã

17

O

O O

O
HO

H
HO

18
Fig. 1.9. Transformarea acidului ascorbic sub acțiunea L-ascorbat ozidazei

Rolul DFH4 în metabolismul animalelor a fost evidenţiat pentru prima dată în 1934, când

s-a constatat creşterea conţinutului de glicogen în muşchi după incubare cu DFH4 [52]. Mai

târziu, a fost descoperită o secvenţă de reacţii enzimatice care s-au dovedit a fi o cale de

gliconeogeneză bazată pe probabilitatea ridicată de formare a unei pentoze (sau a unei fosfat

pentoze) la adiţia DFH4 şi gliceraldehidelor (sau fructoză-l,6-difosfat şi aldolază ca o sursă de

gliceraldehid-3-fosfat), în extractul de muşchi de iepure. Secvenţa de reacţii care duce de la

DFH4 la 3-cetopentoza 19 este prezentată în Figura 1.10 [53].
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Fig. 1.10. Transformările DFH4 care duc la formarea 3-cetopentozei

Este binecunoscut faptul că acizii organici di - şi tricarboxilic joacă un rol important în

metabolismul plantelor şi animalelor. Produse ale transformării carbohidraţilor, aceştia participă

la biosinteza alcaloizilor, glicozidelor, aminoacizilor şi altor compuşi biologic activi.
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Fig. 1.11. Interrelația ciclurilor metabolice [50]

(А) – ciclul acizilor tricarbonici (Krebs), (В) – ciclul glioxalic, (С) – ciclul acizilor dicarbonici
(Baroud). I – acidul citric, II – acidul cis-acinitic, III – acidul iso-citric, IV – acidul oxalo-
succinic, V – acidul α-cetoglutaric, VI – succinoxoenzima А, VII – acidul succinic, VIII – acidul
fumaric, IX – acidul maleic, X – acidul oxalo-acetic. 0 – acetyl coenzima А; 1 – acidul tartric, 2
– acidul oxaloglicolic, 3 – acidul dihidroxifumaric; 4 – reductona triozei, 5 – acidul
dihidroxiacrilic, 6 – semialdehida acidului tartronic; 7 – acidul dicetosuccinic, 8 –acidul
tartronic, 9 – acidul glioxilcarbonic, 10 – acidul mezoxalic; 11 – aldehida glicolică, 12 – aldehida
oxalică; 13 – acidul glicolic, 14 – acidul glioxalic, 15 – acidul oxalic
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Acidul dihidroxifumaric este legat cu ciclul acizilor di- şi tricarboxilici, şi cu ciclul

glioxalic prin ciclul de transformare al acidului tartric, după cum se observă din Figura 1.11 [50].

Trebuie menţionat faptul că principala funcţie a acestor cicluri constă în faptul că ele

descriu etapele finale de oxidare a glucidelor, lipidelor şi proteinelor, deoarece în procesele

metabolice glucoza, acizii graşi şi aminoacizii sunt transformaţi fie în acetil-CoA, fie în compuşi

intermediari ai ciclurilor menţionate anterior [4,50]. Acidul dihidroxifumaric se formează din

acid tartric prin dehidrogenare, în prezenţa nicotinamid adenin dinucliotidei (NAD), a

dehidrogenazei acidului tartric, şi a fierului bivalent.

1.3.2. Participarea DFH4 în formarea supramoleculelor în perioada prebiotică

Cercetările privind originea vieții pe Pământ efectuate în cardul chimiei prebiotice din

ultimii decenii, susțin ideea așa-numitului „scenariului glioxalic” postulat de Eschenmoser

[36,54,55], conform căruia glioxalul și dimerul acestuia, DFH4, sunt priviți ca molecule centrale

de la care a pornit sinteza moleculelor biogene în „bulionul primordial” din care a apărut viața.

Potrivit acestei ipoteze, glucidele, aminoacizii, bazele nucleotidice și alți compuși care participă

în ciclul acidului citric s-ar fi putut forma nu doar prin reacția clasică pornind de la aldehida

formică [56], ci și prin reacțiile „aqua-oligomerilor ai monoxidului de carbon precum sunt

glioxalul și acidul dihidroxifumaric” (Figura 1.12) [42].

Astfel, interesul față de acidul dihidroxifumaric a sporit semnificativ în ultimii ani, în

încercarea cercetătorilor de a examina mai detaliat această ipoteză.

Unele secvențe mecanistice ale scenariului glioxalic au fost deja confirmate, de exemplu

reacțiile în soluții apoase dintre dihidroxifumarat și câteva aldehide cu lanț scurt au arătat că

produsele de reacție (dihidroxiacetona, tetruloza și două pentuloze) s-au format cu o conversie

cantitativă practic completă, aldozele fiind nedetectabile, ceea ce confirmă faptul că reacțiile

dintre DFH4 și aldehide ar putea constitui o cale de formare a carbohidraților [32,57]. De

asemenea, s-a examinat auto-condensarea DFH4 (Figura 1.13) cu formarea acidului pentulosonic,

un acid glucidic care poate suferi decarboxilare cu formarea eritrulozei [58]. Un alt proces de

interes în contextul scenariului glioxalic este bis-decarboxilarea DFH4 în soluții apoase, cu

formarea aldehidei glicolice care poate în continuare să formeze aldoze cu lanț carbonic superior

[59].
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Fig. 1.12. Reprezentarea schematică a scenariului glioxalic: biomoleculele ce se pot forma

din constituenții ciclului acidului dihidroxifumaric [36]

În urma sintezelor efectuate, autorii [54] au propus (Figura 1.14) o relație ipotetică între

acizii carboxilici identificați de ei, ținând cont de propunerea „scenariului glioxalic” ca punct de

plecare. Principalele reacții propuse pentru interconexiunile dintre diferiții acizi carboxilici sunt

carboxilarea reductivă, carboxilarea, reducerea grupării carbonil, reducerea alchenelor,

deshidratarea, hidratarea, decarboxilarea oxidativă și oxidarea radicalică.

Fig. 1.13. Reprezentarea schematică a procesului de autocondensare a DFH2
2- [58]

Acizii carboxilici implicați în ciclul reductiv al acizilor tricarboxilici (CRATC) sunt

prezentați în chenare, iar săgețile roșii indică relația dintre acizi în cadrul teoriei ciclului reductiv

al acizilor tricarboxilici, conform [55].
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Fig. 1.14. Reprezentarea schematică a relației ipotetice între acizii carboxilici identificați de

autorii [55], ținând cont de scenariul glioxalic propus în [36] și de rezultatele obținute

ulterior [59,60,61,62]

Sunt prezentați prin numerotare: 1 - acidul glicolic, 2 - acidul 2,2-dihidroxiacetic, 3 - acidul 2-
hidroximalonic, 4 - acidul 2,2-dihidroximalonic, 5 - acidul lactic, 6 - acidul 3-hidroxipropanoic,
7 - acidul malic, 8 - acidul tartric, 9 - acidul glioxalic, 10 - acidul piruvic, 11 - acodil oxalic, 12
- acidul malonic, 13 - acidul fumaric, 14 - acidul succinic.
* Tautomeri C4-dicarboxilici = acid 2-hidroxoxalacetic, acid 2,3-dihidroxifumaric și acid 2,3-
dihidroximaleic
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Săgețile albastre indică relația dintre glioxilat și constituenții CRATC, așa cum a fost

propus inițial de către Eschenmoser [36]. Săgețile verzi sugerează o cale prebiotică plauzibilă,

demonstrată experimental de Butch și colab., [58] care oferă o posibilitate de a intra în CRATC.

Săgețile violete indică relația propusă de Menor-Salvan and Marin-Yaseli [60]. Săgețile

portocalii arată calea propusă de Guzman și Martin de a intra în ciclul CRATC pe baza

proprietăților catalitice ale suprafețelor de ZnS [61].

Săgeata roz arată scindarea acidului tartric pentru a produce acid glioxilic, așa cum este

propus de Zubarev și colab. [62].

Astfel, grație interesului față de scenariul glioxalic, au fost inițiate un șir de cercetări

experimentale pentru a confirma căile de reacție propuse între DFH4 și acidul glioxalic,

căutându-se în special similitudini cu mecanismele biologice bine cunoscute.

Reacția dintre cei doi acizi a fost cercetată la pH 7-8 [42] și a fost demonstrată formarea

dihidroxiacetonei și a acidului pentulosonic prin formarea și decarboxilarea ulterioară a 2,3-

dihidroxi-oxalosucinatului. În același timp, reacția dintre cei doi acizi a fost investigată la pH 13-

14 [59] și a fost demonstrată formarea mezo-tartratului și a D,L-tartratului în cantități mari, iarăși

prin intermediul 2,3-dihidroxi-oxalosucinatului. Mecanismele propuse sunt redate în Figura1.13.

Pentru comparație, au fost de asemenea studiate reacțiile dintre DFH4 și aldehida formică la pH

7-8 [42] iar mai târziu și la pH 13-14 [59], care au arătat aceeași diferență mecanistică în

formarea produșilor de reacție în dependență de pH-ul mediului de reacție.

Fig. 1.15. Reprezentarea schematică a divergenței datorate pH-ului pentru reacția dintre

dihidroxifumarat și glioxalat [60]
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Astfel, în cazul reacției dintre DFH4 cu acidul glioxalic și cu aldehida formică, s-a arătat

în lucrările citate anterior că reacțiile au loc prin formarea compusului intermediar (Figurile 1.15

și 1.16) care, în dependență de pH, suferă o decarboxilare la pH 7-8 [42], sau o reacție de

deoxalare la pH 13-14 [59].

În sistemele biologice, o diferență atât de drastică în formarea produșilor de reacție prin

același intermediar, însă prin două mecanisme diferite (decarboxilare sau descompunere), în

dependență de pH este în special caracteristică proceselor metabolice strict controlate de către

enzime [60].

Fig. 1.16. Reprezentarea schematică a divergenței datorate pH-ului pentru reacția dintre

dihidroxifumarat și formaldehidă [60]

Într-adevăr, reacțiile de fragmentare (deoxalare) a compusului intermediar, care au loc la

pH 13-14, prezentate în Figurile 1.15 și 1.16 au anumite similitudini cu reacțiile ciclurilor

metabolice din organismele vii [60]. Astfel, 2,3-dihidroxi-oxalosuccinatul din Figura1.15 poate

fi comparat cu oxalosuccinatul din ciclul acidului citric, care sub acțiunea enzimelor este

transformat prin două mecanisme diferite: decarboxilare enzimatică cu formarea glutaratului și

descompunere enzimatică cu formarea oxalatului și a succinatului [63,64]. În mod analogic, în

reacția dintre DFH4 și aldehida formică, descompunerea compusului intermediar la pH 13-14 cu

formarea gliceratului, posedă similitudini cu formarea a două molecule de 3-fosfoglicerat din

1,5-bisfosoribuloză în mecanismul fosfogluconic (mecanism biochimic care generează NADPH,

pentoze și riboză-5-fosfat, precursor în sinteza nucleotidelor) [60,65]. Totuși trebuie menționat
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faptul că atât decarboxilarea enzimatică cât și fragmentarea enzimatică au loc în procesele

metabolice la pH neutru, ceea ce pare a fi posibil datorită mecanismelor enzimatice complexe

care implică atât prezența metalelor divalente, cât și amplasamentul strategic al reziduurilor de

amino acizi, și a buzunarului hidrofob în structura enzimelor, care mențin un mediu puternic

nucleofil și permit direcționarea reacției fie spre decarboxilare fie spre descompunere [66].

1.4. Participarea acidul dihidroxifumaric în procesele oenologice

Pe lângă importanța acidului dihidroxifumaric în metabolismul organismelor vii și

interesul din perspectiva chimiei prebiotice, trebuie menționată și importanța acestui acid în

industria alimentară.

DFH4 face parte din ciclul metabolic în perioada coacerii strugurilor și are rol de

catalizator al reacţiilor redox. DFH4 este uşor oxidat de către fermentul oxidaza acidului

dihidroxifumaric. Prin urmare, strugurii conţin produsele dezintegrării sale: acizii mezoxalic,

glicolic, oxalic şi glioxalic [50].

DFH4 are o importanţă semnificativă atât în oenologie cât şi în industria alimentară. Este

bine cunoscut faptul că acizii organici contribuie la formarea acidităţii în vinuri - una dintre cele

mai importante caracteristici ale vinurilor [67]. DFH4 poate apărea în cantități de 1 mg/L ca

urmare a oxidării acidului tartric, și în pofida conţinutului mic în vin, DFH4 joacă un rol

important în procesele complexe de oxidoreducere care au loc în vin.

Anterior [67,68] a fost determinat că în cazul în care accesul aerului la materialele de vin

este limitat în timpul prelucrării şi maturării, şi timp de un an vinul absoarbe nu mai mult de 3-5

mg/L de oxigen, atunci acidul tartric este oxidat la DFH4 determinând un potenţial redox scăzut

al vinului, şi reductonii restabilesc substanţele oxidate, care contribuie la formarea şi dezvoltarea

gustului şi aromei caracteristice ale vinurilor de masă. Cu toate acestea, DFH4 se descompune

uşor în condiţii aerobe, şi din acest motiv determinarea DFH4 în vinuri este destul de dificilă.

La prelucrarea strugurilor au loc o serie de procese redox complexe, care predetermină

calitatea produsului finit. Pentru a influența aceste procese, în industrie se utilizează diverși

conservanți care au proprietăți antioxidante și antiseptice [69,70,71]. Pentru a mări stabilitatea

vinurilor și a îmbunătăți proprietățile igienice ale acestora, autorii [72] au efectuat o serie de

experiențe folosind DFH4 în calitate de conservant al materialului de struguri din soiul „Aligote”.

Cei mai importanți polifenoli ai acestui soi sunt catehinele: (-) catehină, (-) epicatechină, (+)

catehină, (-) epigalocatehină, (+)-galocatehină, epicatehingalat etc. [73]. Acidul dihidroxifumaric

are proprietăți reducătoare mai puternice decât catehina [72], din acest motiv DFH4 în băuturile
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din struguri se consumă în urma interacțiunii cu formele oxidate ale polifenolilor, fiind oxidat

până la acid dicetosuccinic [74] cu decarboxilarea ulterioară a acestuia [75], în timp ce

polifenolii naturali revin la formele reduse; deci oxidarea polifenolilor în vinuri este reversibilă.

Acest proces reduce posibilitatea formării de particule coloidale în vin, iar DFH4 poate fi utilizat

în anumite cantități în calitate de conservant. Vinul preparat cu adaos de DFH4 posedă calități

gustative superioare în comparație cu vinul produs folosind tehnologia convențională, precum și

stabilitate sporită [72].

Autorii [76] au efectuat o serie de experiențe pe materialul de struguri "Onitskansky

Belyi" în condiții de micro-vinificație în conformitate cu tehnologia general acceptată, cu

utilizarea DFH4 în loc de SO2, în calitate de conservant. Rezultatele au demonstrat că indicatorii

organoleptici ai materialelor vitivinicole după 12 luni de depozitare în sticle după îndepărtarea

acestora din drojdia ce conținea DFH4, în cantitate de 110-130 mg/L (doză optimă de DFH4) sunt

comparabili celor produse cu utilizarea SO2, având calități gustative superioare și stabilitate

sporită [76]. Conform rezultatelor obținute, conținutul componenților care determină calitatea

produsului depinde atât de cantitatea de DFH4, cât și de durata de depozitare. Cele mai mici

pierderi de alcool pentru procesele oxidative au fost observate la adăugarea de DFH4 în cantitate

de 110-130 mg/L [72].

Fig. 1.17. Reprezentarea schematică a obținerii DFH4 din acidul tartric prin acțiunea

fierului(II) și a peroxidului de hidrogen, și prin acțiunea directă a radicalilor hidroxilici

Indicatori importanți ai proceselor oxidative în prepararea materialelor de struguri și în

depozitarea acestora sunt modificările care apar cu substanțele de natură fenolică, și anume

viteza de modificare a conținutului formelor monomerice și a cantității totale de substanțe

fenolice, precum și gradul de polimerizare a substanțelor fenolice [76]. Pentru materialul vinicol
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cu adaos de DFH4 în cantități optime (110-130 mg/L), s-au observat valorile minime ale acestor

parametri. În comparație cu materialul vinicol pregătit cu adaos de SO2, viteza de modificare a

conținutului formelor monomerice și a cantității totale de substanțe fenolice a fost de 4-5 ori mai

mică; gradul de polimerizare a compușilor fenolici a fost, de asemenea mai mic, de 1.2-1.6 ori.

Astfel, utilizarea DFH4 în vinificație inhibă procesele de oxidare și polimerizarea a polifenolilor,

prevenind apariția particulelor coloidale și opacității. Prin urmare, durata de păstrare a băuturilor

de struguri în sticle poate fi mărită de 2-4 ori comparativ cu probele obținute prin metoda

obișnuită folosind SO2 [72].

Studiul efectuat de către autorii [77] pe un sistem model de vinuri albe a demonstrat că

oxidarea acidului tartric de către peroxidul de hidrogen în prezența ionilor de fier(II) nu este

unicul mecanism care are loc în vinuri, ci acidul tartaric poate fi transformat în DFH4 direct de

către radicalii hidroxil (Figura 1.17), care au fost generați în mediul de reacție prin gama-iradiere.

La rândul său, DFH4 intră în reacție cu (+)-catehina și duce la formarea cationilor de xantilium,

care constituie același pigment galben care se formează prin interacțiunea acidului glioxalic sau a

glioxalului cu (+)-catehina. Cationii de xantilium duc la apariția culorii gălbui a vinurilor albe,

fenomen considerat nefavorabil [77].

1.4. Utilizarea DFH4 pentru inhibiția procesului de formare a N-nitrozaminelor în

sisteme model, in vitro și in vivo

N-Nitrozaminele, substanțe puternic cancerigene, sunt derivați alifatici sau aromatici ai

aminelor secundare, care au o grupare nitrozo (–NO) atașată azotului. Acestea se formează prin

reacția nitritului cu aminele secundare în timpul fermentării diferitelor alimente și tutunului de

țigări, precum și prin reacția in vivo a nitriților (utilizați în calitate de conservanți în alimente) cu

amine, în condițiile acide din tractul gastro-intestinal. Trebuie remarcat faptul că și nitrații pot

contribui la formarea N-nitrozaminelor prin reducerea la nitriți de către salivă sau enzimele

tractului gastro-intestinal. Surse importante de N-nitrozamine sunt alimentele preparate din carne,

berea, cașcavalurile, peștele preparat, peștele uscat, laptele praf și produsele cosmetice.

Din cauza toxicității nitrozaminelor, producătorii încearcă să limiteze formarea acestora

în produse alimentare prin adăugarea substanțelor cu caracter antioxidant/antiradicalic.

Anterior [78] au fost studiate proprietăţile antioxidante ale DFH4 în procesul de inhibiție

a nitrozării aminelor secundare alifatice şi amidelor. A fost demonstrat că sub acţiunea DFH4 are

loc micșorarea conținutului agenţilor de nitrozare, ceea ce duce la reducerea conținutului N-

nitrozaminelor ce se pot forma în prezenţa aminelor [78].
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Efectul reducerii speciilor de nitrozare este maxim în absenţa oxigenului, deoarece în

acest caz are loc formarea şi acumularea de NO, care poate fi eliminat din mediul de reacţie. Însă,

în prezenţa O2, oxidul de azot (II) formează acidul azotos şi această reciclare este favorizată de

consumarea NO cu formarea agenţilor de nitrozare. În acest caz, în sistem este necesară o

concentraţie mare de DFH4 pentru a preveni procesul de nitrozare [78].

Mecanismul reacţiei dintre DFH4, esterul său dimetilic și sarea acidă de natriu, în medii

mai puţin acidulate decurge similar procesului de reducere al ionului nitrit cu acidul ascorbic, cu

eliminare de NO, care nu este un agent direct de nitrozare (Figura 1.18) [78].

C C COOR2R1OOC + N2O3 C C COOR2R1OOC

ONO ONOOHOH

C C COOR2R1OOC

O O

+ 2NO

Unde R1=R2=H (pentru DFH4); R1=R2=CH3 (pentru EDM); R1=H si R2=Na (pentru DFH3Na)

Fig. 1.18. Reprezentarea schematică a reacţiei dintre DFH4, esterul său dimetilic și sarea

acidă de natriu, în medii mai puţin acidulate [78]

O serie de studii experimentale au fost efectuate în colaborare cu Asociaţia „Carmez”

[79] pentru a determina influenţa diferitor inhibitori asupra concentraţiei de nitraţi şi nitriţi în

diferite tipuri de salamuri fierte, semiafumate şi afumate, concentrația reducătorilor variind între

0.2 – 1.2 g/kg de salam. Rezultatele experimentale au demonstrat că pentru DFH3Na are loc o

micşorare a concentraţiei de NaNO2 de 5 ori, precum și o micșorare a NaNO3 de 3 ori [78].

Activitatea inhibitoare a DFH4 şi a dihidroxifumaratului acid de sodiu a fost investigată în

procesul de nitrozare a metaboliţilor formaţi în sucul gastric (sistem model și real). S-a constatat

că în cursul proteolizei albuminei şi cazeinei de către enzimele proteolitice, aceşti reactivi inhibă

formarea N-nitrozocompuşilor fără a avea vreo influenţă asupra conţinutului substratului de

proteine nehidrolizate, asupra concentraţiei de aminoacizi formaţi sau asupra activităţii

enzimelor specifice [77].

De asemenea, s-a constatat [80] că sarea acidă de sodiu a DFH4 contribuie la micșorarea

vitezei de formare a methemoglobinei în reacţia de oxidare a hemoglobinei cu nitriţi, influenţând
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asupra procesului de ramificare a lanţului de oxidare a HbO2, și micşorând viteza procesului de

autoaccelerare în mediul reactant.

Cercetările referitoare la formarea endogenă a N'-nitrozonornicotinei (unul dintre cei mai

puternici compuşi cancerigeni din tutunul nears şi fumul de ţigară) la şobolani au demonstrat

eficienţa inhibării (86%) acestui proces cu ajutorul DFH4 [81,82]. La fel, s-a constatat că

utilizarea DFH4 şi acidului tartric în dieta alimentară diminuează conţinutul de N-

nitrozonornicotină, care se formează la nitrozarea nornicotinei cu ioni nitriţi in vivo [77].

DFH4 și esterul dimetilic al acestuia au fost cu succes utilizați într-un studiu pe sistem

model ca inhibitori ai procesului de nitrozare al aminei hidroclorotiazida, care este folosită ca

medicament cu o înaltă activitate diuretică şi hipotensivă [77].

Astfel, rezultatele prezentate în acest capitol demonstrează importanța direcției de

cercetare legată de acidul dihidroxifumaric, în special ținând cont de faptul că în ultimii ani, un

accent deosebit se pune pe dezvoltarea durabilă și asigurarea sănătății populației, inclusiv prin

siguranța medicamentelor și a alimentelor, astfel că obținerea substanțelor noi cu caracter

antioxidant/antiradicalic pe baza compușilor naturali este o direcție de mare interes și potențial

aplicativ.

1.5. Concluzii la capitolul 1

1. Acidul dihidroxifumaric este un compus cu un rol biologic semnificativ în natura vie, fiind

un intermediar între ciclurile acizilor di- și tri- carboxilici, în mod similar cu alți hidroxiacizi,

precum acizii malic, lactic, glicolic, citric, tartric.

2. În cadrul teoriilor chimiei prebiotice, se presupune că acidul dihidroxifumaric, prin reacțiile

sale cu glioxalul, a servit la formarea macromoleculelor biogene, cum sunt glucidele,

aminoacizii și bazele nucleotidice, în “bulionul primordial”.

3. Grație interesului față de scenariul glioxalic, au fost inițiate un șir de cercetări experimentale

pentru a confirma căile de reacție propuse între DFH4 și acidul glioxalic, găsindu-se

similitudini cu mecanismele biologice bine cunoscute (divergența în funcție de pH).

4. Acidul dihidroxifumaric s-a dovedit a fi un puternic antioxidant cu aplicare practică în

procesul tehnologic de vinificație și în industria alimentară.

5. DFH4, hidrogenodihidroxifumaratul de sodiu și esterul dimetilic al acidului dihidroxifumaric

au fost cu succes utilizați în inhibiția formării N-nitrozaminelor în sistemele model, in vitro

și in vivo.
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2. MATERIALE, ECHIPAMENT, METODE ȘI SINTEZA ORGANICĂ

2.1. Materiale și echipament

Reactivi

Toţi solvenţii utilizaţi au fost de puritate înaltă, şi toţi reactivii comerciali au fost utilizaţi

fără purificare ulterioară. Eliminarea solvenţilor s-a efectuat sub presiune redusă. Reactivii

chimici au fost procuraţi de la Sigma Aldrich: acidul 2,3-dihidroxifumaric, anilina, piridin-2-

amina, 2-aminoetanol, 3-aminopropan-1-ol, 2-amino-2-metilpropan-1-ol, 2-amino-2-

(hidroximetil)propan-1,3-diol şi 2-metilpropan-2-amina.

Echipament utilizat

Plăcile analitice pentru cromatografia în strat subţire au fost de marca Silufol® UV-254

(Cehoslovacia). Spectrele IR au fost înregistrate utilizând spectrometrul Spectrul 100 FT-IR

(Perkin-Elmer) cu accesoriul universal ATR de analiză a probelor. Punctele de topire (fără

corecţie) au fost determinate cu aparatul Boetius. Spectrele de masă au fost determinate utilizând

spectrometrul de masă Thermo Scientific Exactive cu sistemul automat de injectare Advion

TriVersa NanoMate. Spectrele RMN 1H şi 13C au fost înregistrate utilizând soluţia (CD3)2SO de

2% pe “Bruker -Avance III” (400.13 şi 100.61 MHz). Spectrele UV/Vis au fost înregistrate

utilizând spectrofotometrul UV/Vis Lambda 25 (Perkin Elmer).

2.2. Metode experimentale de determinare a activității antioxidante/antiradicalice

Metoda cu DPPH•

Metoda menționată este recunoscută pe larg și poate fi cu succes aplicată pentru a

determina activitatea antioxidantă a multor compuși de interes. Radicalul 2,2-difenil-2-

picrilhidrazil (DPPH•, Figura 2.1) este un radical liber stabil, centrat pe atomul de azot. Astfel,

datorită delocalizării electronului de rezervă peste moleculă ca întreg, moleculele de DPPH• nu

se dimerizează, cum se întâmplă pentru oricare alte substanțe [83].

Fig. 2.1. Structura moleculară a radicalului stabil de DPPH•
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O analiză cantitativă a reacției de transfer a atomului de H de la un anumit antioxidant la

DPPH• oferă o modalitate destul de simplă de a caracteriza cinetica reacției. Reacțiile de transfer

de hidrogen sunt monitorizate prin înregistrarea schimbării benzii de absorbție vizibile DPPH•

(λmax = 520 nm în 70% metanol la pH 4,0), care reflectă transformarea radicalului DPPH• în

hidrazina corespunzătoare (DPPH-H) de către compusul antioxidant. Astfel, la interacţiunea

radicalului DPPH• cu un antioxidant, se produce o decolorare a soluţiei de la violet la galben

(Figura 2.2). A fost utilizată metoda descrisă de W. Brand-Williams [84,85] cu unele modificări.

La 2 ml de soluţie metanolică (≈ 70%) de DPPH• cu concentraţie cunoscută au fost adaugați 2 ml

de soluţie metanolică (≈ 70%) de reducător de diferite concentraţii cunoscute. Densitatea optică

la 520 nm a fost măsurată la 1; 5; 10; 20; 30; și 60 min, cu spectrofotometrul UV/Vis Lambda 25

(Perkin Elmer), în chiuvete de cuarţ cu lăţimea de 1 cm. Toate experiențele au fost efectuate în

triplicat.

Fig. 2.2. Spectrele UV/VIS pentru radicalul stabil DPPH• și hidrazina redusă DPPH-H

Reagenții utilizați: acidul dihidroxifumaric, metanolul - marca Sigma Aldrich (Germania),

derivații DFH4 au fost sintetizați în laborator, conform metodelor descrise în § 2.1.

Metoda cu ABTS•+

Activitatea de scindare a radicalului ABTS•+ a compușilor studiați a fost determinată

utilizând procedura raportată în [86] cu unele modificări. Soluția de ABTS•+ a fost preparată prin
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amestecarea a 8 mM acid 2,2’-Azinobis-(3-etilbenz-tiazolin-6-sulfonic) (ABTS) cu 3 mM

persulfat de potasiu în 25 ml apă distilată, și a fost menținută la temperatura camerei în întuneric

timp de 16 ore înainte de utilizare. Soluția ABTS•+ a fost diluată cu etanol 95%, pentru a obține o

absorbanță între 0.8 și 0.9 la 734 nm. O soluție proaspătă de ABTS•+ a fost preparată pentru

fiecare analiză. Soluțiile antioxidante sau standard, 20 µl, au fost amestecate cu 1 ml soluție

ABTS•+ diluată și incubate la 30 °C. Absorbanța cation radicalului de ABTS (Figura 2.2) la 734

nm a fost determinată la 1 min, 4 min si 6 min. Soluția de etanol (95%) a fost utilizată în calitate

de etalon.

Pentru a determina capacitatea scindare a radicalului ABTS•+ a compușilor studiați în

raport cu standardul Trolox, a fost trasat graficul de calibrare al acestuia (concentrațiile au variat

între 0-15 mM și au fost diluate în etanol 95%), densitatea optică a fost măsurată la 734 nm exact

la 1 min, 4 min și 6 min după amestecare. Toate experiențele au fost efectuate de trei ori.

Reagenții utilizați: ABTS, persulfat de potasiu, etanolul - marca Sigma Aldrich (Germania),

derivații DFH4 au fost sintetizați în laborator, conform metodelor descrise în 2.1.

Fig. 2.3. Structura moleculară a radicalului ABTS•+

În testul de decolorare ABTS•+, capacitatea antioxidantă este definită ca fiind diferența

dintre absorbanța acestui cation radical (λ = 734 nm) la timpul t = 0 min și la timpul t = 1 min,

împărțită la absorbanța soluției inițiale. Corecția se efectuează utilizând soluția etalon. Prin

urmare, activitatea antioxidantă totală (TAA) este determinată conform ecuației 1:

TAA = 
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unde T0a și T1a sunt absorbanțele optice ale soluției testate la 0 și 1 min, iar T0b și T1b sunt

absorbțiile optice ale soluției etalon la 0 și 1 min. Pentru activitatea antioxidantă totală, a fost

trasat graficul de calibrare pentru Trolox permițând determinarea capacității antioxidante în

echivalenți Trolox (TEAC).

2.3. Metoda stopped-flow de determinare a cineticii reacțiilor rapide în soluție

Metoda stopped-flow (sau stop-flow) este o tehnică importantă utilizată în studiul

reacțiilor rapide în soluție, care au loc cu formare de produși în timpuri foarte scurte, de la 0,005

secunde până la 1 minut. Tehnica a fost dezvoltată în anii 1940 prin modificarea metodei cu flux

continuu, având avantajul principal al utilizării mai economice a reactivilor [87].

Astfel, în loc să se monitorizeze reacția pe lungimea tubului de reacție, sistemul de

detecție a fost plasat într-un punct fix aproape de camera de amestec pentru a avea posibilitatea

de a urmări reacția în timp real după oprirea bruscă a seringilor de propulsare a reagenților

(Figura 2.4). Într-un timp foarte scurt, celula spectroscopică este umplută grație mișcării unui

piston, conectat de un comutator care declanșează dispozitivul de măsurare a absorbției și fluxul

este oprit brusc [88].

Fig. 2.4. Reprezentarea grafică a principiului de lucru al aparatului stopped-flow

Celula spectroscopică are un volum de aproximativ 40 mL cu dimensiuni de 2 x 2 x 10

mm, având astfel o bună sensibilitate pentru măsurătorile de absorbție cu o lungime de 10 mm. O
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astfel de celulă are timpul mort de aproximativ 1–2 ms, ceea ce reprezintă timpul la care poate fi

începută monitorizarea reacţiilor. Reducerea dimensiunilor celulei scade timpul mort, dar

influențează negativ sensibilitatea. Seringile de antrenare (propulsare) a reagenților au volum

egal și sunt acționate cu ajutorul aerului aflat sub presiune (5 atm), astfel încât să asigure o

mișcare foarte rapidă, însă sub limita în care cavitația ar putea deveni o problemă. Cavitația

apare din zonele locale de presiune scăzută care provoacă formarea de bule de vid care

interferează cu amestecarea și înregistrarea optică.

În progresia reacției stop-flow (cu flux oprit) pot fi identificate trei faze (Figura 2.5). În

primul rând, are loc spălarea soluției din reacția anterioară; în al doilea rând, există o scurtă fază

de curgere continuă pe măsură ce noua soluție trece prin celulă; și în al treilea rând, curgerea este

oprită și începe măsurarea profilului de reacție [87]. Aparatul stop-flow este configurat astfel

încât dispozitivul de monitorizare să fie declanșat la începutul celei de-a treia faze. Cu toate

acestea, uneori este util de a verifica întregul profil pentru a optimizarea volumului total de

reactivi care se utilizează la fiecare apăsare (de obicei, de două ori volumul celulei

spectroscopice) [88].

Fig. 2.5. Etapele de înregistrare a unei reacții stop-flow [87]

Timpul de detecție al aparatului stop-flow este timpul dintre sfârșitul amestecării celor

două soluții și începutul înregistrării absorbției pentru observarea cineticii reacției. Aparatul

utilizat în această lucrare este marca KinTek Corp. (SUA), modelul SF E-100, cu timpul de

detecție de 0.1 s.

În cadrul experimentelor, seringa I conținea soluție de DPPH• și seringa II conținea

soluție de compus cercetat de diferite concentrații. Solventul utilizat în cadrul experiențelor a
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fost soluția metanol:apă (70:30, v/v). Dispariția radicalului a fost urmărită prin înregistrarea

absorbției la 520 nm, la temperatura camerei. Cel puțin trei determinări independente au fost

efectuate pentru fiecare din concentrațiile studiate ale compușilor cercetați, luându-se în calcule

ulterioare media matematică a lor.

2.4. Calcule cuanto-chimice efectuate prin metoda DFT

Studiile teoretice au fost efectuate cu ajutorul programului ORCA [89,90], care este este

un sistem de determinare a structurii electronice de uz general. Statistica disponibilă a citărilor

indică faptul că ORCA a devenit unul dintre cele mai utilizate programe din comunitatea chimică

computațională. Avantajele față de alte programe similare constau în faptul că acest soft este

gratuit pentru cercetătorii universitari, include o gamă largă de metode teoretice implementate,

este robust, eficient și oferă posibilitate de a studia, pe lângă altele, și metalele de tranziție și

proprietățile spectroscopice [89]. Un alt avantaj îl constituie faptul că ORCA este scris în

limbajul de programare C++ de la zero și nu se bazează pe niciun alt pachet anterior de programe

de structură electronică. Softul este creat la Institutul Max Planck pentru Conversia Energiei

Chimice din Mülheim, Germania, în grupul de cercetare condus de Prof. Frank Neese. Teoria

funcțională a densității (DFT) în ORCA este dezvoltată în mare parte de grupul Prof. Grimme de

la Universitatea din Bonn, Germania.

Unele caracteristici ale programului ORCA care au fost utilizate în cadrul acestei teze

sunt prezentate mai jos:

1. Posibilitatea de a calcula funcţiile moleculare prin metoda SCF în aproximaţiile RKS și

UKS;

2. Optimizarea geometriei structurilor de interes în mod automat, calculul profilului vibrațional

și a parametrilor termodinamici;

3. Găsirea stărilor de tranziție prin scanarea energiei potențiale de-a lungul lungimii legăturii

chimice sau prin rotirea unghiurilor de interes;

4. Identificarea stărilor de tranziție prin metoda NEB (Nudged Elastic Band) complet

implementată;

5. Soluţionarea problemei vibraţionale – calculul frecvenţelor de vibraţie IR şi spectrul Raman;

6. Calculul proprietăţilor moleculare, cum ar fi momentul dipol, potenţialul electrostatic,

densitatea electronică şi de spin, analiza populării după Mulliken, Lowdin, Hirschfield;

7. Posibilitatea de a studia influenţa solventului utilizând modelul universal de solvatare SMD

(Solvation Model based on Density) implementat în soft.
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2.5. Sinteza organică a derivaților DFH4

Sinteza organică a derivaților a fost efectuată de către autoare în colaborare cu

Laboratorul de Sinteză Organică al Institutului de Chimie.

Sinteza dimetil 2,3-dihidroxifumaratului 2

Amestecul de acid 2,3-dihidroxifumaric 1 (1.48 g, 0.01 mol), Me3SiCl (0.324 g, 0.03

mol) şi 5 ml de MeOH a fost agitat timp de 3 zile. Excesul de Me3SiCl şi MeOH a fost evacuat

prin vacuum. Compusul 2 a fost separat sub formă de cristale albe prin precipitare cu amestec de

hexan/Et2O şi filtrare. Randament: 1.16 g, 60%. Spectrul 1H RMN: 3.94 s (6H, 2CH3), 9.36 s

(2H, 2OH). MS m/z 231.0472 (M+ +Na).

Sinteza (E)-metil 2,3-dihidroxi-4-oxo-4-(fenilamino)but-2-enoatului 5

Amestecul esterului 2 (1.76 g, 0.01 mol) şi 2 ml de anilină a fost agitat la temperatura de

75-80 °C timp de 3 ore. Excesul de amină a fost evacuat cu ajutorul vidului. Compusul 5 a fost

separat prin cromatografia în coloană. Randament: 1.90 g, 66%. Spectrul 1H RMN: 3.62 s (3H,

CH3), 7.82 s (2H, 2OH), 6.48-7.87 m (5H, arom).

Sinteza 2,3-dihidroxi-N1,N4-di(piridin-2-il)fumaramidei 6

Amestecul esterului 2 (1.76 g, 0.01 mol) şi piridin-2-aminei (0.940 g, 0.01 mol) a fost

agitat la temperatura camerei timp de 8 ore. După finalizare (analiză cromatografie în strat

subţire), amestecul de reacţie a fost introdus pe coloana de silicagel şi eluat cu hexan-etilacetat

pentru a separa produsul 6. Randament: 2.31 g, 77%. Spectrul 1H RMN: 7.69 br s (2H, 2OH),

6.67-7.92 m (8H, arom). Spectrul 13C RMN: 157.32, 148.81, 141.76, 141.20, 138.87, 113.41,

112.36.

Sinteza 2,3-dihidroxi-N1,N4-bis(2-hidroxietil)fumaramidei 7

Amestecul esterului 2 (1.76 g, 0.01 mol) şi 2-aminoetanolului (2 ml) a fost agitat la

temperatura camerei timp de 6 ore. După finalizare (analiză cromatografie în strat subţire),

excesul de 2-aminoetanol a fost eliminat în vid. Compusul 7 a fost separat sub formă de cristale

albe prin cristalizare din EtOH şi filtrare. Randament: 1.64 g, 70%. Spectrul 1H RMN: 3.25 t (4H,

2CH2N, J = 6.0), 3.44 t (4H, 2CH2N, J = 6.0), 4.5-4.85 s (2H, 2C=OH), 8.57 t (2H, 2 NH, J=4.0).

Spectrul 13C RMN: 160.49, 154.9, 59.68, 42.13. MS m/z 257.0711 (M++Na).
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Sinteza 2,3-dihidroxi-N1,N4-bis(2-hidroxipropil)fumaramidei 8

Amestecul de ester 2 (1.76 g, 0.01 mol) şi 2 ml de 3-aminopropan-1-ol a fost agitat la

temperatura camerei timp de 6 ore. După finalizare (analiză cromatografie în strat subţire),

excesul de 3-aminopropan-1-ol a fost eliminat cu ajutorul vidului. Compusul 8 a fost separat sub

formă de cristale albe prin cristalizare din EtOH şi filtrare. Randament: 1.57 g, 60%. Spectrul 1H

RMN: 1.56-1.62 m (4H, 2 CH2CH2CH2), 3.16-3.25 m (4H, 2CH2N), 3.39-3.42 m (2H, 2CH2OH),

3.5-4.0 br s (4H, 4 OH), 8. 7 t (2H, 2 NH, J=4.0). Spectrul 13C RMN: 172.18, 160.47, 59.18,

37.01, 32.77. MS m/z 285.1041(M++Na).

Sinteza 2,3-dihidroxi-N1,N4-bis(1-hidroxi-2-metilpropan-2-il)fumaramidei 9

Amestecul esterului 2 (1.76 g, 0.01 mol) şi 2-amino-2-metilpropan-1-olului (0.890 g, 0.01

mol) a fost agitat la temperatura camerei timp de 12 ore. După finalizare (analiză cromatografie

în strat subţire), amestecul de reacţie a fost introdus pe coloana de silicagel şi eluat cu hexan-etil

acetat pentru obţinerea produsului 9. Randament: 2.18 g, 75%. Spectrul 1H RMN: 1.06 s (12H, 4

CH3), 3.25 s (4H, 2CH2), 4.7-5.2 br s (4H, 4 OH), 7.81 s (2H, 2 NH). Spectrul 13C RMN: 164.76,

159.86, 69.29, 53.83, 24.82.

Sinteza N1,N4-bis(1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il)-2,3-

dihidroxifumaramidei 10

Amestecul format din esterul 2 (1.76 g, 0.01 mol) şi 2-amino-2-(hidroximetil)propan-1,3-

diol (1.21 g, 0.01 mol) a fost agitat la temperatura de 50-55 ºC timp de 12 ore. După finalizare

(analiză cromatografie în strat subţire), compusul 10 a fost separat sub formă de cristale albe

prin cristalizare din MeOH şi filtrare. Randament: 2.44 g, 69%. Spectrul 1H RMN: 3.29-3.62 m

(12H, 6CH2), 4.0-5.3 br s (8H, 8 OH), 7.79 s (2H, 2 NH). Spectrul 13C RMN: 175.3, 159.90,

65.37, 56.50.

Sinteza N1,N4-di-tert-butil-2,3-dihidroxifumaramidei 11

Amestecul format din esterul 2 (1.76 g, 0.01 mol) şi 2-metilpropan-2-amină (0.73 g, 0.01

mol) a fost agitat la temperatura camerei timp de 8 ore. După finalizare (analiză cromatografie în

strat subţire), compusul 11 a fost separat sub formă de cristale albe prin cristalizare din EtOAc şi

filtrare. Randament: 1.81 g, 70%. Spectrul 1H RMN: 1.23 s (18H, 6CH3), 5.0-6.3 br s (2H, 2 OH),

7.61 s (2H, 2 NH). Spectrul 13C RMN: 173.5, 160.60, 50.89, 28.76.
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Sinteza acidului (E)-3-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)-2,3-dihidroxiacrilic 12

Amestecul format din acidul 1 (1.48 g, 0.01 mol) şi o-fenilenediaminei (1.08 g, 0.01 mol)

a fost refluxat timp de 18 ore în 20 ml de acid clorhidric 4N. Amestecul de reacţie a fost răcit,

dihidroclorura cristalină a fost separată prin filtrare. Produsul a fost tratat cu NH4OH, soluţie

apoasă de 20% şi spălat sub apă. Acidificarea filtratului amoniacal cu AcOH au dus la formarea

monobenzimidazolului corespunzător. Încercările de a recristaliza produsul din EtOH au produs

o răşină 12, care s-a solidificat la aer. Randament: 1.07 g, 49%. Se descompune la 250 oC.

Spectrul 1H RMN: 5.0-6.3 br s (3H, 2OH, NH), 7.15-7.6 m (2H, arom), 7.7-7.81 m (2H, arom),

10.06 s (1H, CO2H).

Sinteza (E)-1,2-di(1H-benzo[d]imidazol-2-il)etene-1,2-diolului 13

Amestecul format din acidul 1 (1.48 g, 0.01 mol) şi o-fenilendiamină (2.16 g, 0.02 mol) a

fost refluxat timp de 36 ore în 50 ml de acid clorhidric 5N pe baia de ulei la 135 ºC în atmosfera

de N2. Amestecul a fost răcit pe baia de gheaţă pentru a separa sărurile hidroclorice de

bisbenzimidazolul 13. În acest caz, produsul obţinut a fost tratat cu o soluţie fierbinte de

bicarbonat de sodiu în loc de soluţia amoniacală. Recristalizarea produsului din etilen glicol sau

EtOH au dus la obţinerea, în ambele cazuri, a răşinii 13, care s-a solidificat la aer. Randament:

0.876 g, 30%. Se descompune la temperatura de 250 oC. Spectrul 1H RMN: 4.7-6.9 br s (6H,

4OH, 2NH), 7.16-7.68 m (8H, arom).

2.6. Concluzii la capitolul 2

1. În cadrul tezei a fost utilizat un spectru larg de metode moderne de cercetare, atât

experimentale cât și teoretice. Toate metodele au fost preluate din surse științifice, iar unele

au fost adaptate la specificul cercetării (metoda cu DPPH·).

2. Au fost sintetizați 10 derivați stabili ai DFH4.

3. Pentru identificarea compoziției, structurilor și purității substanțelor obținute au fost utilizate

următoarele metode de cercetare: identificarea punctelor de topire, cromatografia în strat

subțire, spectroscopia UV/Vis, FT-IR, RMN 1H și 13C, analiza elementală.
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3. STUDIUL EXPERIMENTAL AL ACTIVITĂȚII ANTIOXIDANTE A DFH4 ȘI A

DERIVAȚILOR OBȚINUȚI CU RADICALII DPPH• ȘI ABTS•+

3.1. Obținerea și caracterizarea derivaților sintetizați din DFH4

În capitolul 1 s-a arătat că DFH4 1 posedă o stabilitate scăzută din cauza proceselor de

oxidare, decarboxilare și auto-condensare care au loc în soluție, prin urmare un obiectiv

important care va fi discutat în acest capitol se referă la sinteza unor derivați ai DFH4 1, cu

scopul de a obține structuri stabile care să stabilizeze fragmentul enediolic, menținând astfel și

activitatea antioxidantă.

Având în structura sa fragmente carboxil-, hidroxil- şi olefină, DFH4 poate fi utilizat

pentru a crea macrocicluri porfirinici sau pirimidinici [91,92]. Totuşi, în pofida progreselor

evidente în această direcţie, chimia acidului dihidroxifumaric 1, rămâne a fi un domeniu slab

studiat în multe aspecte. Printre lucrările ce țin de modificarea acidului 1 există date limitate cu

privire la sinteza derivaţilor aminici, inclusiv a celor cu un fragment heterociclic [28,93].

Crearea a noi compuşi pe bază de acid dihidroxifumaric 1, căutarea a noi sintoni pentru

sinteza dirijată şi studiul relaţiei "structură-proprietate" este o sarcină actuală, de mare interes

practic, cărei îi este dedicată o parte din acest capitol.
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Fig. 3.1. Prezentarea schematică a unor derivați ce conțin azot ce pot fi obținuți din DFH4

În elaborarea abordărilor sintetice pentru obţinerea substanţelor noi, s-a ţinut cont de

progresele în ceea ce priveşte transformarea acidului dihidroxifumaric 1, printre care nu a fost
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menţionată sinteza benzimidazolilor (Figura 3.1.). Aceştia pot fi obţinuţi ca rezultat al

interacţiunii o-fenilendiaminei cu acidul 1. Prin ajustarea raportului reactanţilor este posibilă

sintetiza a mono- şi bisbenzimidazolilor. O abordare alternativă pentru congenerii simetrici şi

asimetrici poate fi reacţia de amidare selectivă a acidului 1. Alegerea substraturilor depinde, în

primul rând, de interesul practic, care se manifestă în elaborarea metodelor pentru sinteza

derivaţilor corespunzători ai acidului 1, precum şi de interesul faţă de procesele chimice care au

loc în cursul formării produselor dorite.

Derivaţii ce conţin azot ai acidului 1 pot deschide noi posibilităţi în sinteza organică:

selectarea combinaţiilor adecvate de substituenţi va permite adaptarea polarităţii în limite largi, a

capacităţii de solvatare, a proprietăţilor catalitice şi, prin urmare, poate influenţa profunzimea şi

selectivitatea reacţiei.

Interesul față de mecanismul de oxidare şi izomerizare a trans- 1 şi cis-enediolilor 4 ne-a

determinat să încercăm pregătirea diferitor izomeri din această serie, conform Figura 3.2 [94].
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Fig. 3.2. Transformările formelor izomerice ale DFH4

Este cunoscut faptul că metilarea acidului dihidroxifumaric 1 poate fi realizată prin

acţiunea MeOH/acizi sau diazometan. În ambele cazuri, configuraţia esterilor 2 este trans

[26,39].

În cadrul acestui capitol este descrisă o esterificare nouă a DFH4 cu metanol sub acţiunea

clorurii de trimetilsilan.

În acest caz, esterul are p.t. la 149 ºC, deşi autorii [26,39] au obţinut valoarea de 173 ºC.

Spectrele IR înregistrate sunt foarte similare cu datele din literatură pentru compusul 2. Trebuie
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menţionată o diferenţă importantă în deplasarea benzii esterului (trans- la 1677.8 cm-1 cis – la

1670.7 cm-1), absenţa oricăror diferenţe în benzile C=C şi o mică diferenţă în deplasarea benzii

OH la 3164.5 cm-1 şi la 3168.2 cm-1, respectiv.

În spectrul 1H RMN al compusului 2 semnalele ambelor grupări metilice sunt localizate

în regiunea caracteristică pentru esterii metilici (la 3.94 ppm), iar semnalul grupărilor hidroxilice

a fost observat ca singlet la 9.36 ppm. În spectrul de masă al compusului investigat, masa

ionului molecular М+ este de 176.03. Aceste date, împreună cu datele analizei elementale

sugerează structura esterului 2.

Transformarea esterilor în amide este o reacţie utilă, care permite prepararea unei serii

largi de amide, în dependență de amina inițială. Reacţia este deosebit de utilă deoarece esterul 2

poate fi uşor sintetizat, chiar şi în cazurile când nu se poate spune acelaşi lucru despre acil-

halidele sau anhidridele respective. Deşi mai multe cercetări au fost consacrate mecanismului

acilării aminelor cu esteri decât cu alţi reactivi, detaliile mecanistice nu sunt încă în totalitate

clare. În cadrul lucrării de față au fost sintetizați un șir de derivați noi ai acidului

dihidroxifumaric, în colaborare cu Laboratorul de Sinteză Organică al Institutului de Chimie.

În condiţii alcaline obișnuite, reacţia este catalizată de bază, indicând asupra faptului că

un proton este transferat în cadrul etapei determinante de viteză, şi sunt implicate două molecule

de amină.

Încălzirea esterului 2 în soluţia de anilină timp de două ore duce la formarea unui singur

produs, a cărui structură a fost determinată din datele spectrale. Caracteristica specifică a

spectrului 1Н RMN a compusului investigat, în comparaţie cu cel al compusului 2, este prezenţa

a două semnale singlet la 3.62 ppm (OMe), 7.82 ppm (OH) şi semnale ale grupărilor aromate în

regiunea 6.48-7.88 ppm. Aceste date sunt susţinute de benzile caracteristice din spectrul IR, la

1474, 1496, 1595 cm-1 (Ar), 1568 cm-1 (CONH), 1665 cm-1 (CO2). Aceste date, împreună cu

rezultatele analizei elementale, confirmă structura 5 (Figura 3.3).
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Fig. 3.3. Schema de sinteză a (E)-metil 2,3-dihidroxi-4-oxo-4-(fenilamino)but-2-enoatului 5



55

Prin mărirea timpului de reacţie şi a temperaturii până la punctul de fierbere al anilinei nu s-a

putut ajunge la formarea bis-anilidei. Ar trebui menţionat faptul că tentativa de sinteză a amidei

mixte prin încălzirea eterului 5 cu monoetanolamina de asemenea nu a avut succes.

Un rezultat interesant în reacţia de amidare a esterului 2 a fost obţinut la înlocuirea

anilinei cu analogul ei ce conţine azot - 2-aminopiridina (Figura 3.4).
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Fig. 3.4. Schema de sinteză a 2,3-dihidroxi-N1,N4-di(piridin-2-il)fumaramidei 6

În urma reacţiei, a fost separată o substanţă cristalină cu temperatura de topire de 145 ºC,

i.e. cu patru grade mai joasă decât a compusului iniţial 2. În spectrul IR al compusului cercetat

apar benzile caracteristice pentru Py, -CO-NH- şi grupările OH. În comparaţie cu spectrul 1H

RMN al compusului 5, semnalul grupării CO2Me nu a fost observat. În domeniul slab al

spectrului său 13С RMN, sunt prezente şapte semnale ale atomilor de carbon la 57.32, 148.81,

141.76, 141.20, 138.87, 113.41 şi 112.36 ppm. Aceste rezultate, împreună cu datele analizei

elementale, sugerează structura 6.

Astfel, înlocuirea atomului de carbon în inelul benzenic cu atomul de azot din amina

iniţială a avut o influenţă semnificativă asupra caracterului compusului format.

S-a menţionat anterior că încercările de a sintetiza amide mixte cu utilizarea

monoetanolaminei şi a esterului 5 s-au dovedit a fi fără succes.

În cazul în care procesul de amidare are loc la temperatura camerei cu utilizarea esterului

2 şi a monoetanolaminei, produsul de reacţie este bis-amidoalcoolul 7 (Figura 3.5).

În spectrul IR al acestui compus există benzi caracteristice amidei şi grupărilor

hidroxilice (a se vedea în Cap. 2). Spectrul 1H RMN al compusului 7 conţine semnale ale

grupărilor hidroxilice primare şi terţiare (în regiunea 3.3-3.45 şi 4.5-5.0 ppm, respectiv), semnale

cuartet (la 3.2 ppm) şi triplet (la 3.44 ppm) ale grupărilor metilenice, care sunt complementate de

semnalul protonului amidei la 8.57 ppm. În regiunea înaltă a spectrului 13С RMN se evidenţiază

două semnale ale atomilor de carbon (a se vedea în Cap. 2), care sunt completate de două

semnale în regiunea slabă la 154.9 şi 160.49 ppm. În spectrul de masă a compusului cercetat,

masa ionului molecular М+ este de 234.08.
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În cadrul lucrării, a fost cercetată influenţa naturii omologilor monoetanolaminei asupra

vitezei de reacţie şi a proprietăţilor fizico-chimice ale amidelor acidului DFH4.
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Fig. 3.5. Schema de sinteză a 2,3-dihidroxi-N1,N4-bis(2-hidroxietil)fumaramidei 7

Mărirea catenei radicalului alchil cu un fragment metilenic în aminoalcoolul iniţial a dus

la micşorarea randamentului total al reacţiei, precum şi a punctului de topire, de la 158-160 ºС la

142-143 ºС.

A fost sintetizat și caracterizat spectral omologul 8 (Figura 3.6). Prezenţa unei grupări

metilenice adiţionale în structura compusului 8, în comparaţie cu structura 7, este demonstrată de

semnalul caracteristic în spectrul său 1H RMN (în regiunea 1.5-1.61 ppm), care este în

concordanţă cu semnalul din spectrul său 13С RMN la 32.77 ppm. În spectrul de masă a

compusului cercetat, masa ionului molecular М+ este de 262.11.
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Fig. 3.6. Schema de sinteză a 2,3-dihidroxi-N1,N4-bis(2-hidroxipropil)fumaramidei 8

Prezenţa a două grupări metilice în poziţie α faţă de gruparea amină în 2-amino-2-

metilpropan-1-olul iniţial nu a micşorat randamentul diamidei preconizate 9 (Figura 3.7).

Analogic cu sinteza anterioară, această reacţie a fost realizată la temperatura camerei.

Reacția cu utilizarea 2-amino-2-(hidroximetil)propan-1,3-diolului (Figura 3.7) a micşorat

reactivitatea aminei. Conform datelor cromatografiei în strat subţire, numai în cazul fuzionării

reactivilor iniţiali la 50 ºС s-a observat formarea unui singur produs. Ca rezultat al reacţiei, care a

avut loc cu un randament de 69%, a fost separată N1,N4-bis(1,3-dihidroxi-2-

(hidroximetil)propan-2-il)-2,3-dihidroxifumaramida 10, iar structura acesteia a fost confirmată

prin metode spectrale şi fizico-chimice.
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Astfel, în spectrul său 1H RMN există semnale multiplet ce aparţin celor şase grupări

metilenice în regiunea 3.37-3.62 ppm. Semnalele celor şase grupări hidroxilice sunt înregistrate

în regiunea de la 3.62 până la 5.3 ppm.
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9   R1=H, R2=OH (75%)
10 R1=OH, R2=OH (69%)
11 R1=R2=H (70%)
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R1
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fãrã solvent

Fig. 3.7. Schema de sinteză a 2,3-dihidroxi-N1,N4-bis(1-hidroxi-2-metilpropan-2-

il)fumaramidei 9, N1,N4-bis(1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il)-2,3-

dihidroxifumaramidei 10 și N1,N4-di-tert-butil-2,3-dihidroxifumaramidei 11

Trebuie menţionat faptul că omologul 11 (Figura 3.7) poate fi sintetizat la temperatura

camerei prin amestecarea terţ-butilaminei cu esterul 2. În acest caz, randamentul reacţiei este

practic egal cu cel menţionat mai sus. Spre deosebire de omologul 9, produsul separat 11,

analogic cu compusul 10 reprezintă o substanţă cristalină.

După sineza unei serii de amide ale acidului 1, a urmat obținerea derivaţilor heterociclici.
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Fig. 3.8. Schema de sinteză a acidul (E)-3-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)-2,3-dihidroxiacrilic 12

și a (E)-1,2-di(1H-benzo[d]imidazol-2-il)etene-1,2-diolului 13

Nucleul benzimidazolic s-a bucurat de un interes științific considerabil odată ce s-a

constatat că benzimidazolul inhibă creşterea drojdiilor şi anumitor bacterii. De asemenea,

derivaţii benzimidazolici cu diferite efecte farmacologice (antihistaminic [95], antiulcer [96],

antihipertensiv [97], anticancer, antimicrobial, antivirals antiparazitic [98]) sunt pe larg utilizați

în tratamentul clinic.
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Tabelul 3.1. Rezultatele analizei compuşilor sintetizaţi

Compus/
Formula

moleculară

Starea de
agregare/
Culoare/
T.t. oC

Metodaa/
randament

(%)

IR (Nujol)
ν, cm-1

Analiza elementală
Calculat /Determinat

C H N

2
C6H8O6

Solid/
alb/

149 oC

A/66 691, 771, 879, 893, 1021, 1184, 1213,
1243, 1300, 1396, 1442, 1460, 1516,
1671, 2822, 2887, 2963, 3168, 3376.

40.92/
40.79

4.58/
4.98

-

5
C11H11NO5

Solid/
galben/

202-203 oC

C/80 778, 794, 868, 902, 958, 1003, 1029,
1078, 1143, 1162, 1193, 1223, 1240,
1317, 1330, 1437, 1475, 1497, 1558,
1595, 1665, 1729, 3301, 3337.

55.70/
55.56

4.67/
4.88

5.90/
6.04

6
C14H12N4O4

ulei/
galben

A/77 724, 770, 848, 867, 938, 989, 1022,
1051, 1100, 1151, 1162, 1242, 1299,
1329, 1382, 1434, 1485, 1522, 1547,
1572, 1589, 1629, 1668, 2011, 2712,
3081, 3147, 3310.

56.00/
56.20

4.03/
4.16

18.66
/

16.78

7
C8H14N2O6

Solid/
incolor/

158-160 oC

A/70 660, 745, 761, 825, 1013, 1035, 1055,
1106,1205, 1240, 1299, 1315, 1391,
1445, 1476, 1534, 1651, 2824, 2881,
2941, 2985, 3287.

41.03/
41.22

6.03/
5.95

11.96
/

13.79

8
C10H18N2O6

Solid/
incolor /

142-143 oC

A/60 745, 761, 822, 862, 913, 943, 1029,
1046, 1072, 1113, 1201, 1241, 1252,
1300, 1312, 1324, 1361, 1441, 1476,
1532, 1650, 1740, 2859, 2893, 2933,
2952, 2981, 3067, 3300, 3336, 3400.

45.80/
45.99

6.92/
6.73

10.68
/

10.49

9
C12H22N2O6

ulei/galben A/75 739, 761, 769, 791, 846, 860, 901,
934, 977, 1011, 1080, 1121, 1183,
1206, 1228, 1228, 1259, 1294, 1319,
1374, 1403, 1454, 1487, 1511, 1546,
1560, 1588, 1637, 1678, 1742, 2115,
2316, 2428, 2559, 2647, 2738, 2839,
2909, 2974, 3375.

49.65/
49.85

7.64/
7.77

9.65/
9.61

10
C12H22N2O10

Solid/
incolor/

142-143 oC

B/69 683, 773, 825, 870, 909, 984, 1023,
1042, 1119, 1179, 1227, 1262, 1279,
1368, 1383, 1425, 1461, 1515, 1663,
1735, 2887, 2944, 3252, 3336.

40.68/
40.49

6.26/
6.41

7.91/
8.02

11
C12H22N2O4

Solid/
incolor/

120-122 oC

A/70 777, 873, 906, 1023, 1049, 1110,
1169, 1231, 1268, 1369, 1381, 1419,
1515, 1669, 1723, 2899, 2935, 3248,
3330.

55.80/
55.96

8.58/
8.77

10.84
/

11.03

12
C10H8N2O4

Solid/
maro/

250 oC dec.

C/49 672, 754, 831, 952, 1048, 1135, 1310,
1463, 1490, 1525, 1610, 1677, 2299,
2577, 2791, 3341, 3737.

54.55/
54.38

3.66/
3.78

12.72
/

12.71
13

C16H12N4O2

Solid/
maro/

250 oC dec.

C/30 726, 754, 838, 893, 953, 1049, 1079,
1132, 1149, 1238, 1260, 1368, 1396,
1449, 1480, 1527, 1570, 1618, 1643,
1686, 1777, 2803, 2989, 3031, 3118,
3306.

65.75/
65.91/

4.14/
4.13

19.17
/

18.88

aMetoda: A – Reacţia la temperatura camerei; B – Reacţia la 50-55 ºС; C - Reacţia la 75-80 ºС;

D – Reacţia la 125-135 ºС.
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Astfel de sisteme heterociclice pot fi modificate nu numai prin schimbarea naturii şi

numărului de atomi de legătură, ci şi prin schimbarea naturii substituenţilor în nucleele

benzimidazolice. Cercetarea literaturii de specialitate a relevat faptul că, deşi s-a raportat sinteza

unui număr anumit de bis-benzimidazoli, nici unul dintre aceștia nu a fost sintetizat din acidul 1.

Prezenta lucrare descrie metodele elaborate pentru sinteza noilor mono- şi bis-

benzimidazoli, în care amândouă nuclee benzimidazolice sunt conectate prin poziţiile 2- , sau

prin eten-1,2-dioli.

Derivatul monobenzimidazolic 12 a fost sintetizat prin condensarea catalizată de acid

clorhidric (Figura 3.8) a o-fenilenediaminei cu acidul 1 în baia de ulei la 135 ºС în atmosferă de

N2. Aceeaşi procedură poate fi utilizată pentru prepararea derivatului bis-benzimidazolic prin

refluxarea a doi moli de diamină cu un mol de acid 1 în acid clorhidric de 4 N.

Rezultatele analitizei compușilor sintetizați (starea de agregare, culoarea, temperatura de

topire, frecvențele caracteristice în spectrul IR, și analiza elementală) sunt prezentate în Tabelul

3.1.

Datorită faptului că acidul dihidroxifumaric iniţial posedă maximul de absorbţie la 295

nm (ε = 7100 în metanol de 70%), caracteristic grupării enodiolice, au fost înregistrate spectrele

compuşilor sintetizaţi în metanol de 70%, pentru determinarea ulterioară a corelaţiei dintre

absorbţia UV, structura moleculei şi activitatea antioxidantă (Tabelul 3.2).

Tabelul 3.2. Structurile, coeficienții de absorbție ε și valoarea maximului de absorbție

λmax (nm) a compuşilor sintetizaţi, în soluție de metanol (70%)

No. Compusul Denumirea
λmax ,
nm

ε

1
O

O

OH

OH

O

O

2

dimetil 2,3-dihidroxifumarat 300 3500

2
OH

HO

O NH

O O
5

(E)-metil 2,3-dihidroxi-4-oxo-
4-(fenilamino)but-2-enoat

285 10365
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No. Compusul Denumirea
λmax ,
nm

ε

3
OH

HO O

HN
NH

O

N

6

N 2,3-dihidroxi-N1,N4-di(piridin-
2-il)fumaramida

299 9825

4 HO

H
N

O

OH

OH

N
H

O

OH

7

2,3-dihidroxi-N1,N4-bis(2-
hidroxietil)fumaramida

215 18900

5

H
N

O

OH

OH

N
H

O

8

O
H

HO
2,3-dihidroxi-N1,N4-bis(2-
hidroxipropil)fumaramida

214 9965

6

HO

OHO

NH

HN

O

OH

HO

9

2,3-dihidroxi-N1,N4-bis(1-
hidroxi-2-metilpropan-2-

il)fumaramida
211 6245

7

HO

OHO

NH

HN

O OH

OH

OH

OH
HO

HO

10

N1,N4-bis(1,3-dihidroxi-2-
(hidroximetil)propan-2-il)-2,3-

dihidroxifumaramida
210 7305

8

HO

OHO

NH

HN

O

11

N1,N4-di-tert-butil-2,3-
dihidroxifumaramida

296 315

9

OH

HO

N

N
H O

OH

12

acidul (E)-3-(1H-
benzo[d]imidazol-2-il)-2,3-

dihidroxiacrilic
267 7960

10

OH

HO

N

N
H N

H
N

13

(E)-1,2-di(1H-
benzo[d]imidazol-2-il)etene-

1,2-diol
261 17880

Substituirea grupării carboxilice cu cea esterică deplasează absorbţia spre lungimi de

undă mai scurte. Deplasarea batocromică este înregistrată pentru toate amidele şi benzimidazolii.

Valoarea λmax pentru terţ-butilamidele 11 este cea mai apropiată de valoarea pentru acidul
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dihidroxifumaric 1, în timp ce diferenţele structurale ale acestor substanţe produc o schimbare de

circa 20 de ori în valoarea pentru εmax: de la 7100 la 315. Substituenţii saturaţi, care includ

heteroatomi, precum oxigenul şi azotul, conţin electroni de non-legătură, în afară de σ-electroni.

Amidele 7-10 cu o grupare hidroxilică liberă, absorb la lungimi de undă mai mici decât esterul

iniţial 2. Mărirea lungimii catenei carbonice, sau substituirea a doi atomi de hidrogen pe

gruparea metilică sau carbinolică în compusul 7 duce la valori mai mici ale lungimilor de undă,

conform şirului 7 → 8 → 9 → 10. Valorile medii ale λmax ale acestor trei tipuri de compuşi

prezentaţi în tabelul 3 se micşorează în acelaşi şir.

Conform aşteptărilor, absorbţiile compuşilor aromatici şi heterociclici din seria cercetată

sunt diferite de cele ale derivaţilor saturaţi de structură liniară. Valorile λmax ale compuşilor 5, 6,

12 şi 13 sunt mai înalte decât cele ale subtanţelor discutate anterior, cu excepţia compusului 11.

3.2. Determinarea activităţii antioxidante prin utilizarea radicalului DPPH•

Următoarea etapă de cercetare a constat în determinarea activității antioxidante a

compuşilor sintetizați în etapa precedentă, precum și a acizilor ascorbic și dihidroxifumaric,

utilizând două metode foarte răspândite în cercetările de acest fel: metoda cu radical cationul

ABTS•+ și radicalul DPPH• , rezultatele fiind prezentate în continuare .

Curbele cinetice pentru toți compușii studiați au fost construite prin urmărirea cantității

remanente a DPPH• (în %) în funcție de timpul de reacție [99,100]. Concentraţia iniţială a DPPH•

a fost calculată conform ecuației 3.1, determinată din curba de calibrare a DPPH• în soluția de

metanol (70%), iar concentraţia iniţială a DFH4 a fost calculată conform ecuației 3.2, determinată

din curba de calibrare a DFH4 în soluția de metanol (70%), conform Figurii 3.9:

[DPPH•]0 = 9,6·10-3·A (3.1)

[DFH4]0 = 7,1·10-3·A (3.2)

unde: [DPPH•]0 – concentrația inițială a DPPH•; [DFH4]0 – concentrația inițială a DFH4;

A – densitatea optică a reagentului (DPPH• sau DFH4, respectiv) la t = 0 min.

Curbele cinetice de consum a DPPH• la interacțiunea cu substanțele studiate (Figurile

3.10-3.13) demonstrează existența a trei tipuri de comportamente cinetice: rapid, mixt (etapa

rapidă este urmată de o etapă mai lentă, ce poate fi vizual observată) şi comportament cinetic lent.

Legitatea cinetică este determinată atât de structura moleculară a compusului studiat, cât şi de

stabilitatea radicalului de antioxidant format în urma reacţiei cu DPPH•.
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Cinetica reacției rapide dintre antioxidant (AH) și radical este determinată de prezența

grupelor funcţionale active, care permit transferul rapid al atomilor de hidrogen. Activitatea

antiradicalică a acestor compuşi este destul de înaltă, realizându-se o reacţie ireversibilă cu

DPPH•, astfel se urmărește o scădere bruscă a concentraţiei de DPPH• și reacția se finalizează în

decurs de câteva secunde, în dependență de concentrația inițială a AH. Din șirul compușilor

studiați, doar acidul ascorbic (AAs) face parte din acest grup (Figura 3.10).

Fig. 3.10. Curba cinetică de consum a DPPH• la interacţiunea cu acidul

ascorbic, [AAs]0 = 2·10-5 M; [DPPH•]0 = 1·10-4 M, t = 30 s

O parte din compușii studiați au demonstrat o legitate cinetică mixtă, compusă dintr-o

etapă rapidă, similară comportamentului acidului ascorbic, în care concentrația radicalului scade

semnificativ, urmată de o etapă mai lentă. Astfel de compuși participă la un transfer rapid de

atomi de hidrogen, iar intermediarul format participă într-un transfer lent de hidrogen. Analizând

(a) (b)

Fig. 3.9. Curbele de calibrare pentru DPPH• (a) și DFH4 (b) în soluție metanolică (70%)
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curbele cinetice obţinute, constatăm că DFH4 1, esterul EMD 2, acidul MBD 12 și diolul BBD

13 prezintă o legitate cinetică mixtă (Figurile 3.11, 3.12). La interacțiunea acestora cu DPPH•, în

prima etapă se observă o diminuare rapidă a concentraţiei radicalului (câteva secunde pentru

DFH4 1, acidul MBD 12 și câteva zeci de secunde pentru esterul EMD 2, și diolul BBD 13), însă

starea de echilibru se atinge într-un timp mai îndelungat, în comparație cu AAs (Tabelul 3.3).

Fig. 3.11. Curbele cinetice de consum a DPPH• la interacţiunea cu DFH4 1

(albastru) și acidul MBD 12 (verde) în condițiile: [DFH4]0 = [MBD]0 = 2·10-5 M;

[DPPH•]0 = 1·10-4 M, t = 30 s

Forma curbelor cinetice este determinată de structura moleculară a compusului studiat,

de reactivitatea globală și locală, care implică stabilitatea radicalului de antioxidant.

Diferenţa în activitatea antioxidantă a dimetil 2,3-dihidroxifumaratului 2 ar putea fi

explicată prin delocalizarea diferită a electronilor comparativ cu DFH4, respectiv, şi un transfer

de atomi de hidrogen mai lent. În acelaşi timp, trebuie luată în considerație și stabilitatea

radicalilor formați de antioxidanți. Studii anterioare [101] au arătat prin intermediul metodei

RES că concentraţia radicalului ascorbic creşte odată cu creşterea concentraţiei ascorbatului

(forma disociată a acidului ascorbic).

În acelaşi mod, forma disociată a acidului dihidroxifumaric duce la stabilizarea

radicalului, datorită perechii de electroni liberi în atomul de oxigen carboxilic. Şi odată ce

radicalul format este mai stabil, compusul cercetat are o activitate antioxidantă mai mare. Însă

esterul dimetilic al DFH4 nu disociază, deoarece oxigenul din legătura esterică –O–CH3 nu are

perechea de electroni liberă, astfel, stabilitatea radicalului esterului dimetilic va fi mai mică

decât a radicalului format din DFH4.
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Fig. 3.12. Curbele cinetice de consum a DPPH• la interacţiunea cu diolul BBD 13

(albastru) și esterul 2 (oranj) în condițiile: [BBD]0 = [EMD]0 = 2·10-5 M;

[DPPH•]0 = 0.7·10-4 M, t = 120 s

În grupa compușilor cu o legitate cinetică lentă intră acei compuși, care au proprietatea

de a participa doar la un transfer lent de hidrogen, și starea de echilibru se atinge într-un timp

mai îndelungat, în comparație cu DFH4, în dependență de concentrația inițială a compusului. În

această grupă intră anilida 5 și fumaramida 6 (Figura 3.13).

Fig. 3.13. Curbele cinetice de consum a DPPH• la interacţiunea cu: (a) anilida 5,

[anilida]0 = 2,26·10-5 M, [DPPH•]0 = 6·10-5 M, t = 30 min și (b) fumaramida 6,

[fumaramida]0 = 2,7·10-5 M; [DPPH•]0 = 6·10-5 M, t = 30 min

O serie de compuși sintetizați au demonstrat activitate foarte redusă în testul DPPH•,

scindând mai puțin de 10% de radical la o concentrație inițială a reagentului de până la 5 ori mai

mare decât a radicalului DPPH•, în decurs de o oră. Aceasta se datorează alterării structurii

electronice inițiale a fragmentului enediolic, respectiv a indicilor de reactivitate globală și locală,
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datorită atașării anumitor fragmente structurale. Derivații cu activitate antioxidantă

nesemnificativă sunt fumaramidele 7, 8, 9, 10, 11.

Activitatea antioxidantă, stoichiometria și molecularitatea reacțiilor

Trebuie subliniat faptul că forma curbei cinetice nu indică direct asupra activităţii

antioxidante a compusului. Activitatea antioxidantă/antiradicalică este definită ca fiind cantitatea

de antioxidant necesară pentru diminuarea concentraţiei iniţiale de DPPH• cu 50%, numită

concentraţia eficientă la 50% (EC50). Pentru simplitate, deseori se utilizează valoarea 1/EC50,

numită putere antiradicalică (PAR). Astfel, cu cât PAR este mai mare, cu atât antioxidantul este

mai eficient.

Pentru a determina activitatea antiradicalică a compușilor studiați, au fost testate o serie

de rapoarte molare, exprimate ca moli de antioxidant per mol de DPPH•, în diapazonul de la 0,1

până la 1. Pentru fiecare raport molar, concentrația remanentă de DPPH• la echilibru a fost

determinată și reprezentată grafic, permițând determinarea ulterioară din grafic a raportului

molar care reduce jumătate din concentrația inițială de DPPH• (EC50).

Fig. 3.14. Determinarea constantelor stoichiometrice pentru reacția dintre DPPH• și

derivații cercetați

În Figura 3.14 este prezentată modalitatea de determinare a EC50 pentru DFH4 și derivații

care au manifestat activitate antiradicalică.

Constanta stoichiometrică a fost definită ca numărul de molecule de DPPH• reduse de

către o moleculă de antioxidant în decurs de o reacție completă, și notată cu σ = 1/ (2 x EC50),

conform reacției:
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σ DPPH• + A-H
𝑘
→ Produși (3.3)

În Tabelul 3.3 se prezintă PAR, EC50, relaţia stoechiometrică a antioxidanţilor supuşi

testării, și timpul de reacție necesar stabilirii echilibrului. Acizii ascorbic și dihidroxifumaric

precum și acidul MBD 12 posedă cea mai mare constantă stoichiometrică, fiecare mol de acești

compuși scindează câte 2 moli de radical DPPH•. Reacția dintre radical și AAs decurge timp de

câteva secunde, în cazul reacției cu DFH4 - până la 2 minute, iar în cazul MBD 12, reacția atinge

echilibrul timp de până la 10 minute [102].

Tabelul 3.3. Clasificarea compuşilor testaţi în dependență de legitatea cinetică în reacția cu

DPPH•, cu valorile respective ale PAR, EC50 şi constantei stoichiometrice

Compusul EC50 PAR

σ, numărul de
moli de DPPH•

scindaţi de 1
mol de AH

Timpul de
reacție până la

echilibru

Legitate cinetică
rapidă

AAs 0,25 4 2 < 10-15 sec

Legitate cinetică
mixtă

(rapidă+lentă)

DFH4 1 0,25 4 2 < 2 min
Acidul MBD 12 0,25 4 2 < 10 min
Diolul BBD 13 0,5 2 1 < 10 min

EMD 2 0,5 2 1 ≈ 20-30 min
Legitate cinetică

lentă
Anilida 5 0,7 1.4 0,7 ≈ 45-60 min

Fumaramida 6 2 0.5 0,25 ≈ 45-60 min

Activitate
antioxidantă
neglijabilă

MEAD 7 25 0.04 0,02 -
MPAD 8 10 0.1 0,05 -

Fumaramida 9 16,6 0.06 0,03 -
Fumaramida 10 8,3 0.12 0,06 -
Fumaramida 11 55,5 0.018 0,009 -

Referitor la ecuația (3.3) a prezentat interes determinarea particularităților structurale ale

hidrazinei DPPH-H, iar recristalizarea acesteia din etanol cu analiza ulterioară a monocristalelor prin

metoda difracției cu raze X a permis elucidarea, pentru prima dată, a structurii complexului DPPH-H pur.

Rezultatele respective sunt în afara scopului acestui capitol, doritorii sunt încurajați să acceseze [103]

pentru mai multe detalii.

3.3. Studiul legităților cinetice ce descriu reacțiile dintre acidul dihidroxifumaric și

derivații acestuia cu radicalul DPPH•

Legitățile cinetice care descriu reacțiile dintre compușii cercetați și radicalul DPPH• au

fost studiate utilizând metoda spectrofotometrică clasică și metoda stop-flow, în dependență de

timpul de reacție, în fiecare caz în parte.
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Stoichiometria reacțiilor

Valorile constantelor stoichiometrice pentru fiecare antioxidant au fost determinate

anterior, și sunt prezentate în Tabelul 3.3. Pentru DFH4 a fost posibilă determinarea constantelor

stoichiometrice pentru cele două etape mecanistice.

Fig. 3.15. Micșorarea concentrației de DPPH• la reducerea acestuia cu DFH4, atunci când

inițial [DFH4]0 = ([DPPH•]0/σ), unde σ = 2

Figura 3.15 prezintă curba de micșorare a concentrației DPPH• la reducerea acestuia cu

DFH4, atunci când inițial se iau concentrațiile [DFH4]0 = [DPPH•]0/σ. Datele obținute au permis

determinarea constantelor stoichiometrice pentru etapa rapidă și cea lentă, obținându-se valorile

σrapid ~1 și σlent ~1. Acest fapt sugerează că în etapa rapidă tot acidul dihidroxifumaric

reacționează în raport de 1:1 cu DPPH•, după care radicalul format de DFH4 se transformă într-un

intermediar activ care interacționează cu radicalul rămas de DPPH• în raport de 1:1, însă mult

mai lent. Trebuie menționat faptul că deși pentru DFH4 1, constanta stoichiometrică σ

corespunde cu numărul grupărilor OH, cercetările RMN nu au confirmat mecanismul propus

anterior [104], dat de schema de mai jos (Figura 3.16), deoarece în urma reacției rapide molecula

este scindată într-un șir de substanțe ce urmează a fi determinate în studiile viitoare.
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Fig. 3.16. Mecanismul presupus al reacției dintre DFH4 și DPPH care nu a fost confirmat

prin cercetări RMN

În cazul esterului 2, a acidului MBD 12 și a diolului BBD 13, reacția cărora cu DPPH•

de asemenea prezintă două etape ce pot fi vizual deosebite pe grafic, valoarea constantei
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stoichiometrice σ pentru etapa rapidă este mai mică decât 1, ceea ce sugerează o mai mare

complexitate a mecanismelor de reacție.

Determinarea ordinelor de reacție față de reactanți și a constantelor de viteză

În reacția antioxidanților cu radicalul DPPH•, viteza (v) reacției complete dintre σ moli de

DPPH• și un mol de antioxidant (AH), în funcție de timp, poate fi definită conform ecuației:

00 ][][ AHDPPHkC yx
dt

d
v DPPH 




  (3.4)

unde k este constanta de viteză a reacției; [DPPH•]0 și [AH]0 sunt concentrațiile inițiale a

radicalului și, respectiv, a antioxidantului; σ este constanta stoichiometrică totală a reacției; x și y

sunt ordinele de reacție față de DPPH• și AH, respectiv.

În cazul antioxidanților ce prezintă un mecanism secvențial, etapele pot fi delimitate:

0
22

00
11

0 ][][][][ 21 AHDPPHkAHDPPHkC yxyx
dt

d
v DPPH 




  (3.5)

unde k1 este constanta de viteză a reacției rapide; k2 este constanta de viteză a reacției mai

lente; [DPPH•]0 și [AH]0 sunt concentrațiile inițiale a radicalului sau antioxidantului, respectiv; σ

este constanta stoichiometrică totală a reacției; x1, y1 și x2, y2 sunt ordinele de reacție față de

DPPH• și AH, respectiv pentru etapele rapidă și lentă. Trebuie menționat faptul că stoichiometria,

molecularitatea și ordinul de reacție coincid în mod necesar numai în reacții elementare, adică,

acele reacții care au loc într-o singură etapă, deoarece ecuația reacției pentru reacții elementare

coincide cu procesul la nivel molecular. În cazul mecanismelor de reacție mai complexe, indicii

menționați pot și de regulă au valori diferite.

Luând în considerație complexitatea mecanismului de reacție în cazul compușilor ce

prezintă cinetică mixtă, în cadrul cercetărilor de față, pentru acești compuși a fost investigată

doar etapa rapidă a reacției, care corespunde transferului primului atom de hidrogen de la

antioxidant către radical.

Pentru determinarea ordinelor parțiale de reacție a fost utilizată metoda vitezelor inițiale.

Astfel, pentru determinarea ordinului de reacție pentru DPPH•, a fost calculată viteza inițială

pentru câteva concentrații inițiale ale DPPH•, menținând constantă concentrația antioxidantului.

Deși aplicarea acestei metode este limitată în cazul reacțiilor rapide, în cadrul studiilor de față a

fost posibilă datorită utilizării metodei stop-flow (a se vedea Cap. 2), care a permis înregistrarea

absorbției soluției de DPPH• din primele secunde ale reacției.

Ecuația (3.4) în forma logaritmică permite reprezentarea grafică a dependenței log(v) în

funcție de log([DPPH•]0), iar ordinul parțial de reacție x poate fi determinat din panta dreptei. În
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mod analogic poate fi determinat ordinul parțial de reacție y pentru antioxidant, menținând

constantă concentrația inițială de DPPH•, și variind concentrația inițială de antioxidant. Din

ecuația dreptei, poate fi calculată valoarea constantei observate de viteză, care este produsul

dintre constanta reală și concentrația substanței menținută neschimbată. O altă metodă de

determinare a ordinului de reacție față de antioxidant devine posibilă prin utilizarea ecuației (3.4)

cu condiția inițială [AH]0 = [DPPH•]0/σ, iar prin conversia logaritmică ulterioară se ajunge la

forma:

)]log([)()log()log( 0 DPPHyx
k

v
y

(3.6)

Astfel, y poate fi determinat din panta dreptei, deoarece x a fost determinat anterior.

Pentru antioxidanții care prezintă legitate cinetică lentă, a fost studiată în cadrul acestei

cercetări doar anilida 5, deoarece derivații MEAD 7, MPAD 8, precum și fumaramidele 9, 10, 11

au demonstrat activitate antioxidantă foarte scăzută, practic nesemnificativă.

În scopuri comparative a fost studiată reacția dintre DPPH• și acidul ascorbic, care este pe

larg utilizat ca substanță de referință în studii similare.

Fig. 3.17. Scăderea absorbanței radicalului DPPH• în timp, la interacțiunea cu AAs, în

primele 18 secunde de reacție, pentru condiția [AAs]0 = [DPPH•]0/σ, unde σ = 2

În Figura 3.17 este prezentată scăderea absorbției radicalului DPPH• în timp, în funcție

de concentrația inițială a AAs, în primele secunde de reacție, pentru condiția [DFH4]0 =
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[DPPH•]0/σ, unde σ = 2. Reacția decurge foarte rapid și echilibrul se atinge în primele 10

secunde de reacție.

Ecuațiile dreptelor din Figura 3.18 permit determinarea ordinelor de reacție parțiale și a

constantei de viteză. Astfel, conform rezultatelor obținute, ordinul de reacție față de DPPH• este

x = 1, și ordinul de reacție față de AAs este y = 0.5. Luând în considerație [AAs]0 = 2·10-5 M și

log(kobs) = -0,0397, calculăm valoarea constantei de viteză k = 45,6·103 mol·L-1·s-1.

În concluzie, se poate spune că reacția dintre DPPH• și acidul ascorbic este o reacție de

ordinul 1,5 și este descrisă de relația 0.5
00

3 ][][1045,6v AAsDPPH  unde [DPPH•]0 și [AAs]0

sunt concentrațiile inițiale ale reactanților respectivi.

În rezultatul experiențelor ulterioare, s-au efectuat calcule cinetice pentru antioxidanții ce

prezintă cinetică mixtă (etapa rapidă + etapa lentă): DFH4 1, esterul 2, acidul MBD 12 și diolul

BBD 13. Pentru antioxidanții cu legitate cinetică mixtă, a fost utilizată relația (3.4) pentru

descrierea etapei rapide, care corespunde cu transferul primului hidrogen de la antioxidant la

radical. În Figura 3.19 este prezentată scăderea absorbției radicalului DPPH• în timp, pentru

condiția [DFH4]0 = [DPPH•]0/σ, în primele secunde de reacție.

Ecuațiile dreptelor din Figura 3.20 permit determinarea ordinelor de reacție parțiale și a

constantei de viteză. Astfel, conform rezultatelor obținute, ordinul de reacție față de DPPH• este

x = 1, și ordinul de reacție față de DFH4 1 este y = 0,5. Luând în considerație [DFH4]0 = 2·10-5

M și log(kobs) = -0,5181, găsim valoarea constantei de viteză k = 15.2·103 mol·L-1·s-1.

(a) (b)

Fig. 3.18. Determinarea ordinului de reacție x față de DPPH• (a), și a ordinului total

de reacție x+y (b) în reacția radicalului DPPH• cu AAs, unde [AAs]0 = 2·10-5 M (a) și

[AAs]0 = [DPPH•]0/σ (b), la timpul de reacție t = 0.2 s
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Fig. 3.19. Scăderea absorbanței radicalului DPPH• în timp, la interacțiunea cu DFH4 1, în

primele 5 secunde de reacție, pentru condiția [DFH4]0 = [DPPH•]0/σ, unde σ = 2

În concluzie, se poate spune că reacția dintre DPPH• și acidul 1 este o reacție de ordinul

1,5 descrisă de relația 0.5 
040

3 ][][102,15 DFHDPPHv  unde [DPPH•]0 și [DFH4]0 sunt

concentrațiile inițiale ale reactanților respectivi.

(a) (b)

Fig. 3.20. Determinarea ordinului de reacție x față de DPPH• (a), și a ordinului total de

reacție x+y (b) în reacția radicalului DPPH• cu DFH4 1, unde [DFH4]0 = 2·10-5 M (a) și

[DFH4]0 = [DPPH•]0/σ (b), la timpul de reacție t = 0.3 s

În Figura 3.21 este prezentată scăderea absorbției radicalului DPPH• în timp, în funcție de

concentrația inițială de acid MBD 12, în primele secunde de reacție, pentru condiția [MBD]0 =

[DPPH•]0/σ.
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Fig. 3.21. Scăderea absorbanței radicalului DPPH• în timp, la interacțiunea cu MBD 12, în

primele 5 secunde de reacție, pentru condiția [MBD]0 = [DPPH•]0/σ, unde σ = 2

Ecuațiile dreptelor din Figura 3.22 permit determinarea ordinelor de reacție parțiale și a

constantei de viteză. Astfel, conform rezultatelor obținute, ordinul de reacție față de DPPH• este

x = 1, și ordinul de reacție față de BMD 12 este y = 1. Luând în considerație [MBD]0 = 2·10-5 M

și log(kobs) = 0,7686, găsim valoarea constantei de viteză k = 29,3·103 mol·L-1·s-1.

(a) (b)

Fig. 3.22. Determinarea ordinului de reacție x față de DPPH• (a), și a ordinului total de

reacție x+y (b) în reacția radicalului DPPH• cu MBD 12, unde [MBD]0 = 2·10-5 M (a) și

[MBD]0 = [DPPH•]0/σ, unde σ = 2 (b), la timpul de reacție t = 0.2 s

În concluzie, se poate constata că reacția dintre DPPH• și acidul 1 este o reacție de ordinul

doi, descrisă de relația 00
3 ][][103,29 MBDDPPHv  unde [DPPH•]0 și [MBD]0 sunt

concentrațiile inițiale ale reactanților respectivi.
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În Figura 3.23 este prezentată scăderea absorbției radicalului DPPH• în timp, în funcție

de concentrația inițială a diolului BBD 13, în primele secunde de reacție, pentru condiția [BBD]0

= [DPPH•]0/σ.

Fig. 3.23. Scăderea absorbției radicalului DPPH• în timp, la interacțiunea cu BBD 13, în

primele 5 secunde de reacție, pentru condiția [BBD]0 = [DPPH•]0/σ, unde σ = 1

(a) (b)

Fig. 3.24. Determinarea ordinului de reacție x față de DPPH• (a), și a ordinului total de

reacție x+y (b) în reacția radicalului DPPH• cu BBD 13, unde [BBD]0 =2·10-5 M (a) și

[BBD]0 = [DPPH•]0/σ, unde σ = 1 (b), la timpul de reacție t = 0.2 s

Ecuațiile dreptelor din Figura 3.24 permit determinarea ordinelor de reacție parțiale și a

constantei de viteză. Astfel, conform rezultatelor obținute, ordinul de reacție față de DPPH• este

x = 1, și ordinul de reacție față de BBD 13 este y = 1. Luând în considerație [BBD]0 = 2·10-5 M și

log(kobs) = -0,4771 găsim valoarea constantei de viteză k=16,7·103 mol·L-1·s-1.
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În Figura 3.25 este prezentată scăderea absorbției radicalului DPPH• în timp, la

interacțiunea cu esterul 2, în primele 60 de secunde de reacție, atunci când [EMD]0 = [DPPH•]0/σ.

Fig. 3.25. Scăderea absorbției radicalului DPPH• în timp, la interacțiunea cu esterul 2, în

primele 60 de secunde de reacție, pentru condiția [EMD]0 = [DPPH•]0/σ, unde σ = 0.7

(a) (b)

Fig. 3.26. Determinarea ordinului de reacție x față de DPPH• (a), și a ordinului total de

reacție x+y (b) în reacția radicalului DPPH• cu esterul EMD 2, unde [EMD]0 = 2·10-5 M (a)

și [EMD]0 = [DPPH•]0 (b), timpul de reacție t = 1 s

Ecuațiile dreptelor din Figura 3.26 permit determinarea ordinelor de reacție parțiale și a

constantei de viteză. Astfel, conform rezultatelor obținute, ordinul de reacție față de DPPH• este

x = 1, și ordinul de reacție față de dimetil 2,3-dihidroxifumaratul 2 este y = 1. Fiind cunoscute

valorile [EMD]0 = 2·10-5 M și log(kobs) = -1.1296, este posibil calculul constantei de viteză k =

3.7·103 mol·L-1·s-1.
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În concluzie se poate spune că reacția dintre DPPH• și esterul 2 este o reacție de ordinul

doi, descrisă de relația 00
3 ][][107,3 EMDDPPHv  unde [DPPH•]0 și [EMD]0 sunt

concentrațiile inițiale ale reactanților respectivi.

Fig. 3.27. Scăderea absorbției radicalului DPPH• în timp, la interacțiunea cu anilida 5, în

primele 120 secunde de reacție, pentru condiția [anilida]0 = [DPPH•]0/σ

În Figura 3.27 este prezentată scăderea absorbției radicalului DPPH• în timp, la

interacțiunea cu anilida 5, în primele 120 secunde de reacție, pentru condiția [anilida]0 =

[DPPH•]0/σ. Anilida 5 face parte din antioxidanții ce au demonstrat o cinetică lentă în reacția cu

DPPH• .

(a) (b)

Fig. 3.28. Determinarea ordinului de reacție x față de DPPH• (a), și a ordinului de

reacție y (b) față de anilida 5, unde [anilida]0 = 2,26·10-5 M (a) și [DPPH•]0 = 2·10-5 M (b),

timpul de reacție t = 10 min

Ecuațiile dreptelor din Figura 3.28 permit determinarea ordinelor de reacție parțiale și a

constantei de viteză. Astfel, conform rezultatelor obținute, ordinul de reacție față de DPPH• este
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x = 1, și ordinul de reacție față de anilida 5 este y = 1. Luând în considerație [anilida]0 = 2,26·10-

5 M și log(kobs) = -3,2021, găsim valoarea constantei de viteză k = 27,8 mol·L-1·s-1 pentru

experimentele efectuate cu menținerea constantă a concentrației anilidei 5. Analogic, luând în

considerație [DPPH•]0 = 2·10-5 M și log(kobs) = -3,3604, găsim valoarea constantei de viteză k =

25,1 mol·L-1·s-1 pentru experimentele efectuate cu menținerea constantă a concentrației

radicalului. Astfel, valoarea medie a constantei de viteză va fi 26,5 mol·L-1·s-1.

În concluzie se poate spune că reacția dintre DPPH• și anilida 5 este o reacție de ordinul

doi, descrisă de relația 00 ][][5,26 anilidaDPPHv  unde [DPPH•]0 și [anilida]0 sunt

concentrațiile inițiale ale reactanților respectivi.

Rezultatele sumarizate ale calculelor cinetice sunt prezentate în Tabelul 3.4.

Tabelul 3.4. Ordinele de reacție parțiale și constantele de viteză ale compușilor studiați

Legitate
cinetică

Compusul
Ordinul de

reacție față de
antioxidant

Ordinul de
reacție față
de DPPH•

Constanta de
reacție (din

viteza inițială)

Constanta
stoichiometrică
(nr. de moli de

DPPH• scindați)
rapidă AAs 0,5 1 45,6·103 2

mixtă
(rapidă+lentă)

DFH4 1 0,5 1 15,2·103 2
MBD 12 1 1 29,3·103 2
BBD 13 1 1 16,7·103 1
EMD 2 1 1 3,7·103 1

lentă Anilida 5 1 1 26,5 0,7

Conform rezultatelor obținute, doar în cazul a trei compuși, un mol de antioxidant

scindează doi moli de radical DPPH• (acidul ascorbic, acidul dihidroxifumaric 1 și acidul MBD

12). Un mol de ester dimetilic 2 și diol BBD 13 scindează câte un singur mol de radical, iar

anilida 5 - 0,7 moli de DPPH•. Reacțiile antioxidanților cu radicalul DPPH• decurg cu viteze

diferite, și după mecanisme diferite, fiind reacții de ordinul 1,5 doar pentru acidul ascorbic și

dihidroxifumaric, și de ordinul 2 pentru ceilalți antioxidanți.

3.4. Determinarea activităţii antioxidante prin utilizarea radical-cationului ABTS•+

Activitatea de captare a radicalilor ABTS•+ a compușilor studiați a fost determinată prin

procedura descrisă în [86] cu unele modificări. Soluția de ABTS•+ a fost preparată prin

amestecarea a 8 mM de sare de ABTS cu 3 mM de persulfat de potasiu în 25 ml de apă distilată.

Soluția a fost ținută la temperatura camerei în întuneric timp de 16 ore înainte de utilizare.

Soluția de ABTS•+ a fost diluată cu etanol 95%, pentru a obține o absorbanță între 0.8 și 0.9 la

734 nm. Pentru fiecare analiză a fost preparată o soluție proaspătă de ABTS•+. Soluțiile
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antioxidante și cele standard (după caz), în volum de 20 µl, au fost amestecate cu 1 ml de soluție

ABTS•+ diluată și incubate la 30 °C. Absorbanța la 734 nm a fost citită la 1 min, 4 min și 6 min.

Etanolul (95%) a fost utilizat în calitate de martor.

Graficul de calibrare a fost trasat față de standardul Trolox (concentrațiile au variat între

0-15 mM și au fost diluate în etanol 95%), densitatea optică a fost măsurată la 734 nm exact la 1

min și 6 min după amestecare. Toate determinările au fost efectuate în trei exemplare. Curba

dependenței TAA de concentrația soluției de Trolox este prezentată în Figura 3.29.

Pentru activitatea antioxidantă totală, s-a trasat graficul de calibrare pentru Trolox

permițând determinarea capacității antioxidante în echivalenți Trolox (TEAC).

Fig. 3.29. Activitatea antioxidantă totală a soluției de Trolox, în funcție de [Trolox]0,

determinată prin metoda ABTS•+

Metoda TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) pentru determinarea activității

antioxidante reflectă capacitatea antioxidanților de a dona atomi de hidrogen pentru captarea

cationului radical ABTS•+, cu maximele de absorbție la 645, 734 și 815 nm, comparativ cu

Troloxul, un analog hidrosolubil al vitaminei E. Valoarea TEAC este definită ca fiind

concentrația soluției de Trolox (mmol/L sau mg/L) cu un potențial antioxidant echivalent cu 1

mM de compus studiat.

În testul ABTS•+ au fost folosiţi următorii reducători: DFH4 1 şi derivaţii acestuia,

obţinuţi anterior: esterul 2, anilida 5, fumaramida 6, MEAD 7, MPAD 8, compușii 9, 10, 11,

acidul MBD 12, și diolul BBD 13 [104].

În Figura 3.30 este reprezentată scăderea densității optice a soluţiei de ABTS•+ în

prezenţa antioxidanţilor de aceeaşi concentraţie (25 μM) [105,106].

Concentrația Troloxului, um
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Fig. 3.30. Descreşterea absorbţiei soluţiilor de ABTS•+ în funcţie de natura

reducătorilor, pentru [Red]0= 25 μM

Din datele obţinute (Figura 3.31), putem constata că la concentraţia maximă testată, 25

μM, eficienţa antioxidanţilor scade în şirul: DFH4 1 > EMD 2 ≈ anilida 5 > acidul MBD 12 >

diolul BBD 13 > fumaramida 9 > MPAD 8 ≈ MEAD 7 > fumaramida 11 ≈ fumaramida 6 ≈

fumaramida 10.

Fig. 3.31. Dependenţa AAT de natura şi concentraţia reducătorilor

Pentru reducătorii utilizaţi, a fost calculată activitatea antioxidantă totală (AAT) şi

capacitatea antioxidantă în echivalenţi trolox (TEAC). Datele sunt prezentate în Tabelul 3.5.
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Tabelul 3.5. Activitatea antioxidantă totală şi TEAC pentru diferiţi reducători

Compusul Cred, μM AAT
TEAC,
μM Trolox

DFH4 1

10 0,261 0,627
15 0,372 0,894
20 0,483 1,161
25 0,561 1,348

EMD 2

10 0,165 0,395
15 0,228 0,547
20 0,259 0,622
25 0,289 0,695

Anilida 5

10 0,172 0,414
15 0,211 0,507
20 0,256 0,617
25 0,285 0,686

fumaramida 6

10 0,0067 0,016
15 0,013 0,032
20 0,023 0,056
25 0,031 0,075

MEAD 7

10 0,082 0,198
15 0,088 0,211
20 0,093 0,225
25 0,098 0,235

MPAD 8

10 0,075 0,179
15 0,083 0,200
20 0,0945 0,227
25 0,105 0,251

Fumaramida 9

10 0,097 0,232
15 0,127 0,305
20 0,136 0,326
25 0,142 0,342

Fumaramida 10

10 0,005 0,013
15 0,011 0,027
20 0,017 0,04
25 0,027 0,067

Fumaramida 11

10 0,015 0,037
15 0,02 0,048
20 0,033 0,08
25 0,044 0,107

Acidul MBD 12

10 0,165 0,396
15 0,198 0,475
20 0,23 0,552
25 0,28 0,672

Diolul BBD 13

10 0,15 0,36
15 0,183 0,44
20 0,21 0,504
25 0,26 0,624

Rezultatele demonstrează că cea mai mare activitate antioxidantă o posedă acidul

dihidroxifumaric 1, fiind urmat de către esterul său dimetilic 2 şi anilida 5, care posedă activitate
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antioxidantă echivalentă. Derivaţii mono- 12 şi bis- 13 benzimidazolici ai acidului DHF4

urmează în acest şir, situându-se înaintea amidelor 7, 8 şi 9. Cea mai mică activitate antioxidantă

în acest test o posedă compuşii 6, 10 şi 11.

În general, rezultatele obținute în testele cu DPPH• și ABTS•+ au o corelație bună, în

sensul că au fost identificați compușii cu cea mai puternică activitate antiradicalică: 1, 2, 5, 12 și

13. Totuși, există și câteva diferențe, cum ar fi de exemplu, faptul că derivatul 6 are activitate

nesemnificativă în testul cu ABTS•+ iar derivații 7, 8 și 9, posedă dimpotrivă, o activitate

semnificativ mai mare decât în testul cu DPPH•. Acest lucru demonstrează încă o dată

specificitatea metodelor utilizate și necesitatea utilizării metodelor cât mai diverse pentru

obținerea rezultatelor exhaustive.

3.5. Concluzii la capitolul 3

1. Au fost elaborate și descrise metodele noi de sinteză a unui șir de derivați noi ai DFH4.

Pentru substanțele obținute s-a investigat corelația dintre structura moleculelor, absorbanța

UV și activitatea antioxidantă.

2. S-au studiat curbele cinetice de consum a DPPH• la interacțiunea cu substanțele noi obținute

și s-a arătat existența a trei tipuri de comportamente cinetice: rapid, mixt și lent.

3. S-au determinat constantele stoichiometrice, timpul de reacție până la echilibru, valorile

PAR și EC50 pentru reacțiile dintre DPPH• cu DFH4 și derivații sintetizați.

4. S-au determinat ordinele de reacții, constantele de viteză și s-au întocmit legitățile vitezei de

reacție pentru interacțiunea dintre DPPH• cu DFH4 și derivații acestuia.

5. S-au construit curbele cinetice de consum a ABTS•+ la interacțiunea cu substanțele noi

obținute, și s-a stabilit că activitatea antioxidantă scade în șirul DFH4 1 > EMD 2 ≈ anilida

5 > acidul MBD 12 > diolul BBD 13 > fumaramida 9 > MPAD 8 ≈ MEAD 7 > fumaramida

11 ≈ fumaramida 6 ≈ fumaramida 10.

6. Au fost identificați o serie de compuși sintetizați care au demonstrat activitate foarte redusă

în testele cu DPPH• și ABTS•+.
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4. STUDIUL TEORETIC AL INTERACȚIUNII DFH4 ȘI A DERIVAȚILOR SĂI CU

RADICALUL DPPH•

4.1. Identificarea izomerilor enediolici și cetonici ai DFH4 in vacuo și în apă

În capitolele anterioare a fost descrisă sinteza unui șir de derivați prin modificarea

acidului dihidroxifumaric și a esterului său dimetilic, în căutarea de noi sintoni pentru sinteza

țintită, cât și pentru a studia relația „structură-proprietate”. Activitatea antioxidantă/antiradicală a

compușilor a fost investigată utilizând testele cu radicalul DPPH• și cationul radical ABTS•+ și s-

a constatat că unele substanțe sintetizate au prezentat o activitate antioxidantă/antiradicală

scăzută, deși structura fragmentului ene−diolic a fost păstrată [28,105,106].

Înțelegerea și prezicerea reactivității chimice este esențială pentru sinteza de noi derivați

cu proprietăți antioxidante/antiradicale, prin urmare, în acest capitol va fi prezentată informația

despre studiile teoretice ale reactivității chimice, inclusiv descriptorii de reactivitate globală și

locală, care a fost dobândită prin aplicarea conceptelor derivate din Teoria Funcțională a

Densității.

Metodele computaționale ce permit modelarea moleculară prezintă o aplicabilitate

extinsă în domeniul sistemelor chimice, fizice, biologice, întrucât acestea sunt capabile să

prezică nu numai proprietățile substanțelor în procesul de reacție, dar sunt foarte utile și pentru

studiul transportorilor de medicamente, precum și în interacțiunile dintre aceste substanțe și

molecule biologice.

În pofida interesului de care se bucură recent DFH4 și a potențialului său de utilitate

practică în diverse domenii, până în prezent nu au existat investigații teoretice publicate cu

privire la izomeria conformațională a DFH4. Deși există dovezi că tautomerismul ceto-enolic este

una dintre cele mai studiate forme de prototropie [107], studiile moleculei DFH4 sunt foarte rare:

tautomerizarea ceto-enolică a acidului DFH4 a fost studiată experimental de către Fleury și

Souchay [25] în anii 1960, de către Souza și colab. în anii 1980, în timpul investigațiilor

efectuate asupra decarboxilării DFH4 [26], și de către Travin și colab. în anii 1980, în timpul unei

investigații cinetice a complexului ionului uranil-DFH4 [108]. În acest context, cercetarea de față

are menirea de a oferi rezultate valoroase pentru utilizare ulterioară atât în domenii teoretice, cât

și practice.

Grație structurii sale, în cazul DFH4, sunt posibile diferite conformații pentru cele două

forme tautomerice, datorită rotațiilor intramoleculare de-a lungul legăturilor simple C–C și

datorită posibilei orientări sin– și anti– periplanare a hidroxil hidrogenului față de ceto-oxigen.
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Structurile geometrice ale tuturor tautomerilor-rotamerilor posibili ai DFH4 și stările de

tranziție (ST) corespunzătoare au fost optimizate fără constrângeri de simetrie la nivelul teoriei

B3LYP, separat. Metoda cu aplicarea teoriei funcționalei de densitate (density functional theory

- DFT) oferă posibilitatea de a calcula fiabil parametrii termodinamici pentru molecule și sisteme

cu legături de hidrogen, în cazul utilizării unui set de bază rezonabil de mare [109]. Prin urmare,

pentru efectuarea acestor calcule a fost aleasă funcționala B3LYP cu setul de bază 6–311++G

(2df,2p) cu polarizare și funcții difuze pentru atomii de hidrogen și non-hidrogen. Toate calculele

au fost efectuate folosind pachetul de chimie cuantică ORCA (a se vedea Cap. 2).

Fig. 4.1. Structurile geometrice optimizate ale izomerilor enediolici ai DFH4

Stările de tranziție au fost determinate prin metoda NEB (Nudged Elastic Band),

implementată în softul ORCA, după care acestea au fost optimizate și studiate în continuare la
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nivelul B3LYP/6–311++G(2df,2p), conform celor menționate anterior. Calculele frecvențelor

armonice au fost efectuate la același nivel de teorie și au fost utilizate pentru a confirma natura

tuturor structurilor staționare și a stărilor de tranziție. Punctele staționare nu au frecvențe

imaginare, în timp ce toate stările de tranziție sunt caracterizate de existența unei singure

frecvențe imaginare pentru mișcarea de-a lungul coordonatei de reacție.

Fig. 4.2. Structurile geometrice optimizate ale izomerilor cetonici ai DFH4

Frecvențele vibraționale armonice calculate au arătat existența a 22 de structuri

enediolice și 23 de structuri cetonice ale DFH4 în punctele staționare în faza gazoasă. Structurile

enediolice și cetonice sunt prezentate în Figurile 4.1 și 4.2, respectiv. Izomerii sunt nominalizați
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și aranjați începând cu izomerul cel mai stabil spre cel mai puțin stabil (conform calculelor de

energie liberă Gibbs in vacuo). Izomerii enediolici au fost notați prin E1–E22 (Figura 4.1) iar

formele cetonice prin K1–K23 (Figura 4.2) [110,111].

Energia electronică (E), entalpia (H) și energia Gibbs (G) ale fiecărui conformer au fost

calculate la 298.15 K. Folosind energia lui E1 ca punct de referință, toate valorile ΔE, ΔH și ΔG

sunt prezentate în Tabelul 4.1 pentru comparaţie, pentru calcule efectuate in vacuo și în apă.

Rezultatele arată că formele enediolice ale DFH4 sunt mai stabile în fază gazoasă decât

formele cetonice. Structura enediolului E1 a DFH4 este cea mai stabilă formă și reprezintă

minimul global în curba de energie potențială a acidului DFH4. Trebuie menționat aici că energia

liberă Gibbs a celui mai stabil enediol este mai mică decât energia liberă Gibbs a celei mai

stabile structuri cetonice K1 cu 46.7 kJ·mol-1 la nivelul B3LYP/6–311++G(2df,2p) [110,111].

Tabelul 4.1. Energiile relative (kJ mol-1) față de cel mai stabil enediol (E1), a izomerilor

enediolici (E1–E22) și cetonici (K1–K23) ai DFH4 la 298.15 K

Izomerii
enedioli

ci
ΔE ΔH ΔG

Izom
eri

cetoni
ci

ΔE ΔH ΔG

Vid Apă Vid Apă Vid Apă Vid Apă Vid Apă Vid Apă
E1 0.00 0.59 0.00 0.53 0.00 0.48 K1 54.34 34.66 53.13 37.51 46.70 32.52
E2 5.18 0.00 5.26 0.00 5.07 0.00 K2 58.64 35.61 56.85 38.70 49.52 33.92
E3 10.42 0.01 10.54 0.58 10.05 1.24 K3 58.32 39.02 55.89 40.65 50.63 36.63
E4 15.46 10.54 15.89 10.62 14.90 7.59 K4 63.37 37.36 61.15 40.60 53.27 35.28
E5 24.33 16.07 24.74 121.6 22.99 12.41 K5 60.67 36.20 59.55 40.97 54.84 39.55
E6 26.66 9.24 26.21 9.40 25.05 8.73 K6 64.46 39.49 63.45 43.18 56.37 39.90
E7 30.59 9.86 30.13 10.23 28.65 9.78 K7 62.83 39.97 61.77 42.57 56.44 37.42
E8 39.95 21.39 36.73 22.46 37.36 20.86 K8 63.22 37.76 61.88 40.41 56.57 36.34
E9 38.07 21.40 38.45 22.44 35.88 20.64 K9 69.15 40.00 67.44 43.32 59.48 39.07
E10 40.46 19.58 39.97 22.15 36.67 21.80 K10 62.96 37.80 61.29 38.98 59.54 38.91
E11 41.07 15.73 40.10 17.01 37.41 17.04 K11 72.92 42.22 70.65 45.44 62.30 38.46
E12 42.66 16.56 41.89 17.55 38.49 17.05 K12 68.81 36.57 67.31 38.73 62.73 37.59
E13 44.21 16.92 43.85 18.60 41.44 19.35 K13 71.95 39.77 70.31 42.69 63.04 37.76
E14 44.48 18.59 41.31 20.11 42.81 20.11 K14 70.45 35.84 68.97 35.38 63.36 35.64
E15 50.37 21.17 49.91 23.43 46.55 23.39 K15 72.24 38.18 70.39 40.77 64.11 35.20
E16 51.27 22.88 50.94 24.73 47.16 24.50 K16 78.83 46.30 76.76 48.72 69.98 50.32
E17 51.07 21.12 50.42 22.72 47.60 23.02 K17 82.73 41.31 80.28 44.87 71.19 39.40
E18 51.53 20.59 50.65 21.96 48.16 22.08 K18 80.28 40.14 77.79 42.13 72.48 36.55
E19 52.67 26.93 52.13 29.29 48.46 29.32 K19 83.40 39.57 80.76 41.98 73.69 36.00
E20 59.99 19.98 59.70 22.15 58.37 23.85 K20 80.71 45.73 78.31 47.93 74.03 46.49
E21 66.16 33.48 64.68 34.09 60.06 32.14 K21 83.82 37.52 81.62 40.73 74.26 36.99
E22 72.94 27.95 72.89 32.85 70.64 33.78 K22 82.55 44.38 80.86 46.49 75.24 43.81

K23 112.0 56.13 110.6 59.01 104.8 57.63

Notă: În vid, valorile totale ale energiei pentru E1 sunt: E =–606.1440772 a.u., H = –606.04156958 a.u.,
G = –606.08507874 a.u. În apă, valorile totale ale energiei pentru E2 sunt: E = –606.15927423 a.u., H = –
606.05902544 a.u., G = –606.10366354 a.u.

Stabilitatea lui E1 poate fi atribuită prezenței efectului legăturii de hidrogen

intramoleculare, prezentă în structura E1 mai mult decât în altele, precum și stabilizării
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interacțiunilor orbitalilor datorită orientării anti-periplanare a hidroxil hidrogenului față de ceto-

oxigen. În apă, cel mai stabil izomer este E2. Energia liberă Gibbs a acestuia este mai mică decât

energia liberă Gibbs a celei mai stabile structuri cetonice K1 cu 32,7 kJ·mol-1 la nivelul

B3LYP/6–311++G(2df,2p).

Abundența relativă (AR) a izomerilor enediolici și cetonici a fost calculată prin utilizarea

ecuației Boltzmann (4.1), utilizând valorile energiei interne, corectate după energia punctului

zero (zero point energy - ZPE):

𝑅𝐴 = 𝑒𝑥𝑝 ( − ∆𝐸/𝑅𝑇) (4.1),

unde ∆𝐸 = ∆𝐸𝑒𝑙 + ∆𝑍𝑃𝐸.

Rezultatele arată că în fază gazoasă, 99.78% din DFH4 sunt reprezentate de trei structuri

enediolice, după următoarea distribuție: izomerul cel mai stabil E1 reprezintă 87,4%, urmat de

izomerul E2 cu o abundență relativă de 10.98%, apoi izomerul E3 cu un indice de abundență

relativă de 1,4%. În apă, distribuția izomerilor este diferită, și anume: E1 - 31.%; E2 - 38.4% și

E3 - 27%, cu un total de 97.2% (Figura 4.3).

Fig. 4.3. Structurile geometrice optimizate ale celor mai stabile trei structuri enediolice și

trei structuri cetonice, in vacuo



86

Atât in vacuo, cât și în apă, structurile enediolice ale DFH4 sunt preponderent complet

plane, cu excepția structurilor E20 și E22, care suferă de repulsie atom-atom. Această planaritate

a structurilor enediolului este probabil o consecință a interacțiunilor intramoleculare dintre

grupările –OH enolice și C=O sau –OH ale grupărilor carboxilice care conduc la delocalizarea

electronilor în moleculă.

Tabelul 4.2. prezintă valorile unor unghiuri diedre pentru cele mai stabile trei structuri

enediolice și cetonice. Cele trei structuri enediolice care reprezintă 99.78% din DFH4 în faza

gazoasă, respectiv 97.2% în apă, sunt caracterizate de abateri ale unghiurilor diedre de cel mult

0.1°, în timp ce în toate celelalte structuri ale izomerilor enediolici (cu excepția E20 și E22)

abaterile unghiurilor diedre discutate sunt puțin mai mari, dar nu depășesc 1° față de planaritate.

Cele mai semnificative abateri sunt prezente în structurile E20 și E22: până la -3,8° (-2,0° în apă)

și -2.4° (-1.2° în apă) pentru unghiul (O8C3C2C1); -16.1° (-4.4° în apă) și -3.8° (-1.8° în apă)

pentru unghiul (O8C3C4O5); -17.3° (-4.4° în apă) și -3.2° (-1.0° în apă) pentru unghiul

(O6C4C3C2) și -179.1° (1.3° în apă) și -166.8° (6.6° în apă) pentru unghiul (O10C2C1O13).

Tabelul 4.2. Unele unghiuri (în °), lungimi de legătură (în Å) și momentele de dipol (în

Debye) ale celor mai stabile structuri enediolice și cetonice ale DFH4

E1 E2 E3 K1 K2 K3

Vid Apă Vid Apă Vid Apă Vid Apă Vid Apă Vid Apă

∠ diedru
(O10C2C3O8)

180 180 180 180 180 180 93.6 109.58 116.1 121.8 171.8 174.4

∠ diedru
(O10C2C1O12)

180 180 -180 -180 180 180 -8.9 -13.72 -13.6 -17.0 11.6 8.0

∠ diedru
(O10C2C3C4)

-0 -0 -0 -0 0 0 -82.6 -67.6 -63.9 -58.2 -13.4 -10.5

∠ diedru
(O5C4C3O8)

-180 -180 180 180 180 180 172.2 171.8 141.3 147.5 94.9 98.1

R(C2-C3) 1.36 1.36 1.36 1.36 1.37 1.36 1.53 1.53 1.54 1.53 1.52 1.52

R(C3-O8) 1.35 1.35 1.34 1.35 1.34 1.35 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20 1.20

R(O8-H9) 0.98 0.98 0.98 0.98 0.98 0.98 - - - - - -

Momentul de
dipol

0.001 0.017 3.105 4.318 0.001 0.015 3.179 4.561 0.814 1.317 1.66 2.175
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E20 și E22 sunt singurele structuri enediolice care se abat semnificativ de la planaritate,

deoarece hidrogenii hidroxilici orientați anti-periplanar (în raport cu ceto-oxigenul) a celor două

grupări carboxilice de la ambele capete ale moleculei, forțează atomul de hidrogen enolic să se

miște în afara planului practic perpendicular, cu unghiul diedric (C1C2O10H11) de 94.1° (-75.6°

în apă) și 72.9° (-72.2° în apă) pentru E20 și, respectiv, E22.

Structurile cetonice sunt răsucite, atât în vid cât și în apă, cu unghiul diedric

(O10C2C3O8) variind între 85° și aprox. 180°. Celelalte unghiuri diedre deviază de la

planaritate cu până la aprox. 90° în unele structuri cetonice, având valori similare în vid și în

solvent. Totuși, această variație a unghiurilor diedre influențează foarte puțin celelalte lungimi și

unghiuri de legătură.

4.2. Studiu termodinamic și cinetic al izomerizării geometrice și tautomerizării celor

mai stabili izomeri ai acidului dihidroxifumaric in vacuo și în solvent (apă)

În această secțiune s-au investigat procesele de izomerizare și tautomerizare ceto-enolică

a celor mai stabile trei structuri enediolice.

Mai întâi, au fost identificate toate structurile de tranziție caracteristice pentru

interconversiile ceto-ceto și enediol-enediol. Figura 3.2 prezintă grafic unele structuri ale ST, iar

Tabelul 4.3 prezintă energia de activare (𝐸𝑎), frecvența imaginară (ν) și energia liberă de activare

Gibbs (∆𝐺#) pentru unele interconversii [110,111].

Interconversiile dintre formele de enediol și dintre formele cetonice au loc atât prin

transferul de proton, cât și prin rotație internă (rotație C–C și O–H), câteva structuri ale ST pot fi

vizualizate în Figura 4.4. În transformările enediol-enediol, energiile de activare ale transferului

de proton sunt în intervalul 135-160 kJ·mol-1 iar pentru calea de rotație sunt în intervalul 5-75

kJ·mol-1. Pentru interconversiile dintre formele cetonice, energiile de activare sunt în intervalul

139–153 kJ·mol-1 pentru calea de transfer al protonului și de 0,15–52 kJ·mol-1 pentru rotația

internă.

În cazul izomerilor enediolici și cetonici care poartă cel puțin o grupare carboxilică cu

hidrogen orientat sin- periplanar, există o serie de transformări care au loc pe ambele căi, transfer

de protoni și rotație internă, iar aceste interconversii pot fi considerate ca fiind reacții

competitive. Acestea sunt: E2 ↔ E6, E3 ↔ E7, E5 ↔ E10, E7 ↔ E18, E8 ↔ E13, E9 ↔ E19,

E11 ↔ E17, E12 ↔ E14, E12 ↔ E15, E14 ↔ E16, E15 ↔ E16, E19 ↔ E21 și K1 ↔ K6, K2 ↔

K4, K2 ↔ K9, K4 ↔ K11, K7 ↔ K8, K9 ↔ K11, K12 ↔ K22, K13 ↔ K15, K13 ↔ K17,

K14↔ K21, K15 ↔ K19, K17 ↔ K19.
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Fig. 4.4. Structurile geometrice optimizate ale unor ST caracteristice pentru

interconversiile enediol-enediol și cetonă-cetonă, în apă
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Tabelul 4.3. Energia de activare, 𝑬𝒂, energia liberă de activare Gibbs, ∆𝑮#

(KJ·mol-1), și frecvențele imaginare, ν (cm–1), pentru unele interconversii ale

enediolilor și ale formelor cetonice

Interconversii enediol–enediol
ST ν 𝐸𝑎 ∆𝐺#

Vid Apă Vid Apă Vid Apă
O–H rotație

E1 → E2
–607.01 -426.97

52.19 41.42 47.50 39.90
E2 → E1 47.01 42.01 42.43 40.38
E2 → E3

–601.56 -575.23
51.71 41.52 47.01 40.19

E3 → E2 46.47 41.53 42.03 38.96
E6 → E17

–374.78 -324.1
45.17 30.02 40.43 29.94

E17 → E6 20.76 18.13 17.87 15.66
C–C rotație

E9 → E19
-46.23 -62.20

48.11 34.25 65.83 33.71
E19 → E9 37.24 26.47 7.46 25.32
E2 → E6

–52.04 -72.12
52.64 33.45 49.31 35.09

E6 → E2 31.15 24.21 29.34 26.36
H–transfer

E2 → E6
–1,875.32 -1997.15

158.92 164.36 145.82 154.28
E6 → E2 137.43 155.12 125.85 145.54
E3 → E7

–1,873.71 -1995.14
156.93 163.68 143.84 152.10

E7 → E3 136.76 153.81 125.23 143.56

Ceto-ceto interconversii

ST ν 𝐸𝑎 ∆𝐺#

Vid Apă Vid Apă Vid Apă

O–H rotație
K1 → K2

–487.93 -520.06
48.76 44.06 43.87 39.81

K2 → K1 44.46 43.11 41.04 38.41
K1 → K16

–492.33 -507.37
44.33 43.50 40.64 37.71

K16 → K1 28.18 31.86 25.91 19.91
K11 → K22

–481.19 -536.29
41.57 41.00 37.88 36.35

K22 → K11 31.94 38.83 24.94 31.00
C–C rotație

K1 → K6
–73.29 -56.36

22.84 14.15 23.87 15.10
K6 → K1 12.72 9.32 14.19 7.71
K1 → K12

–69.77 -215.90
23.62 17.50 23.73 18.20

K12 → K1 9.15 15.59 7.70 13.13
H–transfer

K1 → K6
–1,887.85 -1936.46

162.29 167.03 148.58 156.83
K6 → K1 152.17 162.20 138.90 149.44
K2 → K4

–1,887.49 -1938.56
167.09 168.40 153.19 155.58

K4 → K2 162.36 166.65 149.43 154.22

Cu toate acestea, energiile de activare pentru procesele de transfer de H sunt semnificativ

mai mari decât pentru calea de rotație internă. Astfel, pe baza ecuației constantei de viteză

Arrhenius, dacă se consideră aceeași valoare a lui A pentru ambele căi, valorile obținute pentru
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rapoartele kp/kr (kp și kr sunt constantele de viteză ale transferului de protoni și, respectiv, ale

căilor de rotație) sunt aproape de zero la 298.15 K.

Prin urmare, putem concluziona că interconversiile menționate mai sus au loc în fază

gazoasă prin căile de rotație internă, iar procesele de transfer de proton nu pot avea loc simultan.

Tabelul 4.3. prezintă frecvențele imaginare (ν, în cm–1) ale unor ST pentru

interconversiile enediol–endiol și ceto–ceto, pentru comparație. Conform așteptărilor, rotația

internă C–C are frecvența minimă (aproximativ –40 cm–1... –100 cm–1), fiind aproape o vibrație

rotațională pură. Frecvența imaginară a reacției de transfer de proton este în jur de –1900 cm–1, o

frecvență de vibrație de întindere. În cazul rotației O–H, valorile frecvenței imaginare sunt între

rotația pură și vibrațiile pure de întindere, de obicei în intervalul –200 cm–1 …–600 cm–1, puțin

mai mari în cazul rotațiilor carboxilice O–H. Acest lucru se datorează probabil faptului că există

o mulțime de legături/interacțiuni de hidrogen și locuri de delocalizare a electronilor în izomerii

DFH4, iar rotația unui atom de hidrogen poate rupe o legătură de hidrogen și poate începe

formarea unei alte legături de hidrogen. Prin urmare, rotația O–H are loc în tandem cu o vibrație

de întindere, ca rezultat având o frecvență mai mare decât cea pentru vibrația de rotație C–C.

Rezultatele calculelor pentru mediul apos arată că frecvențele imaginare pentru rotațiile O-H și

C-C sunt mai mici în apă decât în gaz, în timp ce pentru reacțiile de transfer H, frecvențele

imaginare sunt mai mari în apă decât în gaz, atât pentru interconversiile enediol-endiol, cât și

pentru ceto-ceto izomerizare. De asemenea, energiile de activare ale reacţiilor de transfer de

hidrogen sunt mai mari în apă, decât în vid, probabil datorită stabilizării structurilor prin legături

suplimentare de hidrogen cu moleculele de apă din mediul de solvent implicit.

Tautomerizarea ceto-enolică a fost investigată pentru cele mai stabile trei structuri

enediolice ale DFH4 care reprezintă 99.78% în faza gazoasă și 97.3% în mediu apos. Structurile

ST optimizate în fază gazoasă sunt prezentate în Figura 4.5, iar ST în mediu apos sunt practic

echivalente.

Barierele energetice ale procesului de tautomerizare ceto-enolică au fost calculate

folosind diferențele de energie dintre structurile minime locale (Tabelul 6) și stările de tranziție.

Singura cale prin care poate avea loc tautomerismul ceto-enolic este transferul de proton. Tabelul

9 prezintă energia de activare, 𝐸𝑎 , frecvența imaginară, ν și energia liberă de activare Gibbs,

∆𝐺#a interconversiilor ceto-enolice, calculate la nivelul de teorie B3LYP la 298.15 K. Conform

așteptărilor, barierele pentru conversiile enediol → cetonă le depășesc pe cele pentru tranziții

inverse cetonă → enediol, în gaz și în apă, cu aproximativ 50 kJ·mol-1 [112].
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Fig. 4.5. Structurile geometrice optimizate ale stărilor de tranziție în tautomeria ceto-

enolică a celor mai stabili trei izomeri ai DFH4, în vid.

Energiile de activare pentru tautomeria ceto-enolică sunt de până la 20 de ori mai mari

decât cele pentru interconversiile formelor enediol-enediol sau cetonă-cetonă, ceea ce poate fi

explicat printr-o mai mare complexitate a mecanismului tautomeriei ceto-enolice, care implică

un număr mai mare de atomi, precum și o rearanjare geometrică a moleculei. De menționat aici

că 𝐸𝑎 și ∆𝐺# sunt mai mici cu 50-80 kJ·mol-1 în apă, decât în gaz, ceea ce indică faptul că apa

participă în procesul de transfer al hidrogenului, ușurându-l. Structurile ST arată că oxigenul

carboxilic care formează legătura de hidrogen în structura enediolului este implicat în

mecanismul transferului de protoni (Figura 4.5).

Tabelul 4.4. Energia de activare, 𝑬𝒂, frecvența imaginară, ν (cm–1), și energia liberă de

activare Gibbs, ∆𝑮# , pentru procesele de tautomerizare ceto-enolică a celor mai stabile trei

forme enediolice, în vid și în apă

Reacția
ν (cm–1) Ea (kJ·mol–1) ∆𝐺# (kJ·mol–1)

Vid Apă Vid Apă Vid Apă

E1 → K5
–1813.03 –1881.78

293.46 236.07 275.13 212.88

K5 → E1 232.79 175.41 220.29 158.05

E2 → K7
–1791.89 –1885.58

291.07 228.97 272.36 206.85

K7 → E2 233.42 171.31 220.99 155.48

E2 → K14
–1819.46 –1899.57

309.94 239.55 289.43 216.36

K14 → E2 244.66 174.27 231.14 158.07

E3 → K13
–1805.39 –1895.83

308.11 232.14 287.50 209.61

K13 → E3 246.58 170.60 234.51 156.63
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Constantele de viteză au fost calculate după teoria canonică a ST, utilizând ecuația Eyring:

𝑘 =
𝑘𝐵𝑇

ℎ
𝑒−∆𝐺

#/𝑅𝑇 (4.2),

unde ∆𝐺# este energia liberă de activare Gibbs , 𝑘𝐵 este constanta lui Boltzmann, și ℎ este

constanta lui Planck. Astfel, constanta de viteză a reacției directe (k1) a fost calculată utilizând

valoarea ΔG#
1 = GTS - Greactant, iar constanta de viteză a reacției inverse (k2) a fost calculată

utilizând valoarea ΔG#
2 = GTS - Gprodus.

Constanta de echilibru 𝐾𝑒𝑞 a fost calculată după ecuația:
𝐾𝑒𝑞 = 𝑒𝑥𝑝 ( − ∆𝐺/𝑅𝑇) (4.3),

Unde ∆𝐺 = 𝐺298
𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢ș𝑖

− 𝐺298
𝑟𝑒𝑎𝑐𝑡𝑎𝑛ț𝑖 și parametrii termodinamici individuali sunt 𝐺298 = 𝐻298 −

𝑇𝑆298 , 𝐻298 = 𝐸𝑒𝑙 + 𝐸𝑣𝑖𝑏 + 𝐸𝑟𝑜𝑡 + 𝐸𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠 + 𝑍𝑃𝐸 + 𝑘𝐵𝑇 și 𝑆298 = 𝑆𝑒𝑙 + 𝑆𝑣𝑖𝑏 + 𝑆𝑟𝑜𝑡 + 𝑆𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠 .

Toate calculele au fost efectuate la 298.15K și 1.0 atm.

Tabelul 4.5 rezumă datele cinetice și termodinamice pentru stările de tranziție ale

reacțiilor de izomerizare și tautomerizare ale celor mai stabile trei forme enediolice, în fază

gazoasă și în apă. În faza gazoasă, E1 este specia cea mai stabilă, iar reacțiile de izomerizare E1

↔ E2 și E2 ↔ E3 sunt caracterizate prin constante de echilibru de 0.13. În apă, izomerul cel mai

stabil este E2, iar reacțiile de izomerizare E1 ↔ E2 și E2 ↔ E3 sunt caracterizate prin constante

de echilibru de 1.21 și, respectiv, 0.61.

Tabelul 4.5. Datele cinetice și termodinamice pentru stările de tranziție în procesele de

izomerizare și tautomerizare a celor mai stabile trei structuri enediolice, în vid și în apă.

Energiile sunt prezentate în kJ mol-1 iar constantele de viteză în s-1.

Izomerie Tautomerie ceto-enolică

E1 ↔ E2 E2 ↔ E3 E1 ↔ K5 E2 ↔ K7 E2 ↔ K14 E3 ↔ K13

Gas Water Gas Water Gas Water Gas Water Gas Water Gas Water

ΔE 5.18 -0.59 5.24 -0.01 60.67 35.61 57.66 39.97 65.28 35.84 61.54 39.78

ΔH 5.26 -0.53 5.27 0.58 59.55 40.44 56.50 42.57 63.70 35.38 59.77 42.12

ΔG 5.07 -0.48 4.98 1.24 54.84 39.07 51.30 37.42 58.29 35.64 52.99 36.52

Keq 0.13 1.21 0.13 0.61
2.46 ·

10-10

1.41 ·

10-7

10.29 ·
10-10

2.73 ·

10-7

0.61 ·

10-10

5.61 ·

10-7

5.21 ·

10-10

3.93 ·

10-7

ΔG#
1 47.50 39.90 47.01 40.19 275.13 261.20 272.36 260.72 289.43 270.23 287.50 267.22

ΔG#
2 42.43 40.38 42.03 38.96 220.29 222.13 220.99 223.29 231.14 234.59 234.51 230.70

k1
2.96 ·

104
6.29 ·

105
3.61 ·

104
5.59 ·

105

3.91 ·

10-36

1.01 ·

10-33

1.19 ·

10-35

1.23 ·

10-33

1.22 ·

10-38

2.66 ·

10-35

2.66 ·

10-38

8.96 ·

10-35

k2
2.29 ·

105
5.18 ·

105
2.69 ·

105

9.19 ·

105

1.59 ·

10-26

71.85 ·
10-26

1.19 ·

10-26

4.49 ·

10-27

1.99 ·

10-28

4.70 ·

10-29

5.11 ·

10-29

2.26 ·

10-28
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Rezultatele arată că prezența solventului (apa) influențează atât parametrii termodinamici,

cât și cinetici. În soluție apoasă, ∆𝐸 , ∆H, ∆G, ∆𝐺1
#
și ∆𝐺2

# scad cu aproximativ 2-7 kJ·mol-1 în

reacțiile de izomerizare și cu aproximativ 10-30 kJ·mol-1 în reacțiile de tautomerism. În faza

gazoasă, constantele de echilibru ale transformărilor ceto-enol E1 ↔ K5, E2 ↔ K7, E2 ↔ K14

și E3 ↔ K13 sunt egale cu 2.46·10-10, 10.29·10-10, 0.61·10-10 și 5.21·10-10, respectiv. În apă,

aceste valori sunt de 1.41·10-7, 2.73·10-7, 5.61·10-7, 3.93·10-7, respectiv, ceea ce demonstrează o

creștere semnificativă a vitezelor reacțiilor directe.

4.3. Descriptorii de reactivitate globală și validitatea procedurii KID

Teoria DFT oferă instrumente extraordinare ce permit de a explica calitativ și de a

prezice cantitativ reactivitatea chimică globală și locală a moleculelor.

Descriptorii globali măsoară susceptibilitatea totală a unui sistem la diferite tipuri de

reacții, de exemplu, atacuri electrofile sau nucleofile, și atribuie o singură valoare întregii

molecule.

Cei mai simpli descriptori de reactivitate globală sunt primul potențial de ionizare I,

definit ca fiind energia necesară pentru a îndepărta un electron dintr-o moleculă, și afinitatea față

de electroni, A, care măsoară capacitatea unei molecule de a accepta electroni și de a forma

anioni. Potențialul chimic ( 𝜇 ) reprezintă aciditatea/bazicitatea intrinsecă a lui Lewis a unui

sistem și este întotdeauna negativ; electronegativitatea (χ) reprezintă tendința atomilor sau

moleculelor de a atrage electroni; electrorigiditatea globală (η) poate fi definită ca rezistența la

transferul de sarcină și este întotdeauna pozitivă; electrofilicitatea (ω) reprezintă energia de

stabilizare atunci când sistemul dobândește electroni din mediu, până la saturație. Deși

validitatea aproximării „teoremei lui Koopman în cadrul DFT” (KID) este controversată [113],

utilizarea energiilor orbitalilor moleculari de frontieră ca aproximare pentru obținerea I și A este

susținută de teorema lui Janak [114]. În special, s-a constatat că valorile negative ale orbitalului

HOMO după Hartree-Fock și Kohn-Sham definesc limita superioară și, respectiv, inferioară

pentru valorile experimentale ale primului potențial de ionizare [115]. Folosind o aproximare cu

diferențe finite și teorema lui Koopman [116], acești descriptori pot fi exprimați prin următoarele

ecuații:

𝐼 = 𝐸𝑁−1 − 𝐸𝑁 ≈ − 𝜖𝐻 (4.4)

𝐴 = 𝐸𝑁 − 𝐸𝑁+1 ≈ − 𝜖𝐿 (4.5)

𝜇 = − 𝜒 ≈ −
1

2
(𝐼 + 𝐴) ≈

1

2
(𝜖𝐿 + 𝜖𝐻) (4.6)
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𝜂 ≈
1

2
(𝐼 − 𝐴) ≈

1

2
(𝜖𝐿 − 𝜖𝐻) (4.7)

𝜔 =
𝜇2

2𝜂
≈

(𝐼+𝐴)2

2(𝐼−𝐴)
≈

(𝜖𝐿+𝜖𝐻)
2

2(𝜖𝐻+𝜖𝐿)
(4.8)

unde 𝜖𝐻 și 𝜖𝐿 sunt energiile orbitalilor moleculari cel mai înalt ocupat și cel mai jos neocupat,

HOMO și LUMO, respectiv, și 𝐸𝑁, 𝐸𝑁−1, și 𝐸𝑁+1 reprezintă energia sistemelor cu N, N − 1, și N

+ 1 electroni. Acest lucru sugerează că procedura KID poate fi utilizată eficient pentru a calcula

descriptorii globali direct din energiile orbitalilor de frontieră, fără a recurge la calculele extrem

de îndelungate ale energiilor punctuale ale anionului și cationului.

Conform celor menționate la începutul acestui capitol, unii derivați obținuți nu au

manifestat activitate antioxidantă/antiradicalică, cu toate că fragmentul enediolic a fost păstrat în

structura moleculelor respective. Pentru a studia acest fenomen, am căutat să obținem informații

suplimentare cu privire la reactivitatea chimică a moleculelor studiate, inclusiv descriptorii de

reactivitate globală și locală, cu utilizarea conceptelor bazate pe metodele DFT. Aceste

informații ar permite de a explica rezultatele obținute anterior, precum și de a prezice siturile

reactive în procesul de design a derivaților noi.

Figura 4.6 prezintă structurile optimizate ale compușilor studiați, în apă. Compușii 1, 2, 5,

6, 12 și 13 au structuri plane, iar compușii 7, 8, 9, 10 și 11 au structurile sucite, din cauza

fragmentelor anexate. Interesant de remarcat faptul că anume structurile plane au demonstrat cea

mai mare activitate antioxidantă/antiradicalică în cercetările experimentale, sugerând că

geometria moleculei trebuie, de asemenea, luată în considerație în studiile ce implică radicalii

DPPH• și ABTS•+, care sunt specii radicalice cu un număr mare de atomi.

Tabelul 4.6 prezintă valorile energiilor electronice calculate pentru compușii studiați cu

sarcinile +1, 0 și −1, care corespund speciilor cationice, neutre și anionice, respectiv. Diferențele

de energie indică faptul că prezența solvenților stabilizează compușii 1, 2, 5, 6, 11 cu circa

25−50 kJ·mol−1, compușii 7, 8, 9, 12 și 13 cu circa 50−100 kJ·mol−1, iar compusul 10 cu 115-

150 kJ·mol−1.

Valorile prezentate în Tabelul 4.6 au fost utilizate pentru a calcula potențialele verticale

de ionizare I și afinitățile electronice A (în eV), și descriptorii globali de reactivitate

(electronegativitatea 𝜒 , tăria totală 𝜂 , și electrofilicitatea globală 𝜔 ) ale moleculelor studiate.

Acești descriptori, împreună cu energiile orbitalilor HOMO și LUMO (în eV), sunt prezentate în

Tabelul 4.7.
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Fig. 4.6. Structurile optimizate ale compușilor cercetați în soluție apoasă: 1 - DFH4, 2 -

dimetil 2,3-dihidroxifumarat, 5 - (E)-metil 2,3-dihidroxi-4-oxo-4-(fenilamino)but-2-enoat,

6 - 2,3-dihidroxi-N1,N4-di(piridin-2-il)fumaramida, 7 - MEAD, 8 - MPAD, 9 - 2,3-

dihidroxi-N1,N4-bis(1-hidroxi-2-metilpropan-2-il)fumaramida, 10 - N1,N4-bis(1,3-

dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il)-2,3-dihidroxifumaramida, 11 - N1,N4-di-tert-butil-

2,3-dihidroxifumaramida, 12 - MBD, 13 - BBD
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Tabelul 4.6. Energiile electronice în hartree, ale compușilor studiați, în vid, apă și metanol

Compusul Faza
Sarcina +1

(multip. = 2)
Sarcina 0

(multip. = 1)
Sarcina −1

(multip. = 2)

DFH4 1

Gaz (vid) -605.7484223 -606.088655 −606.1035926

Apă −605.8721992 −606.1047084 −606.1947288

Metanol -605.8736924 -606.1034704 -606.1896305

Dimetil 2,3-dihidroxifumarat 2

Gaz (vid) −684.346181 −684.6495683 −684.6518663

Apă −684.4335329 −684.6597513 −684.7452721

Metanol -684.4337419 -684.6603574 -684.7432581

(E)-metil 2,3-dihidroxi-4-oxo-4-
(fenilamino)but-2-enoat 5

Gaz (vid) −856.1784784 −856.4595639 −856.4722537

Apă −856.2537816 −856.470400 −856.5552357

Metanol -856.2544116 -856.474637 -856.5543781

2,3-dihidroxi-N1,N4-di(piridin-2-
il)fumaramida 6

Gaz (vid) -1027.999121 -1028.270221 -1028.290088

Apă -1028.069128 -1028.281918 -1028.365072

Metanol -1028.075728 -1028.288934 -1028.370304

MEAD 7

Gaz (vid) −873.64297 −873.9349746 −873.9249985

Apă −873.7486554 −873.9658111 −874.0341436

Metanol -873.7492577 -873.9668436 -874.0331369

MPAD 8

Gaz (vid) -952.238379 -952.524954 -952.511061

Apă -952.341208 -952.557323 -952.624098

Metanol -952.3442359 -952.5601177 -952.6263063

2,3-dihidroxi-N1,N4-bis(1-
hidroxi-2-metilpropan-2-

il)fumaramida 9

Gaz (vid) -1030.821748 -1031.118599 -1031.119027

Apă -1031.208575 -1031.140454 -1030.920334

Metanol -1030.924611 -1031.145302 -1031.211229

N1,N4-bis(1,3-dihidroxi-2-
(hidroximetil)propan-2-il)-2,3-

dihidroxifumaramida 10

Gaz (vid) -1331.618073 -1331.914894 -1331.9136

Apă -1331.747447 -1331.970848 -1332.035979

Metanol -1331.735107 -1331.959545 -1332.010436

N1,N4-di-tert-butil-2,3-
dihidroxifumaramida 11

Gaz (vid) -880.419886 -880.70997 -880.697777

Apă -880.501423 -880.717923 -880.780651

Metanol -880.5083491 -880.725266 -880.7875483

MBD 12

Gaz (vid) -795.807936 -796.084165 796.099544

Apă -795.902281 -796.109965 -796.19062

Metanol -795.9029754 -796.1112026 -796.1897187

BBD 13

Gaz (vid) -985.850991 -986.102094 -986.118723

Apă -985.928835 -986.121289 -986.196453

Metanol -985.9334433 -986.1263518 -986.1994685

Partea din stânga a Tabelul 4.7 arată rezultatele obținute presupunând validitatea teoremei

lui Koopman, iar partea din dreapta arată rezultatele obținute din valorile verticale calculate ale I

și A. După cum se poate observa din Tabelul 4.7, teorema lui Koopman este valabilă pentru

calcule efectuate în solvenții utilizați (apă și metanol).
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Tabelul 4.7. Energiile orbitalilor HOMO și LUMO (în eV), diferența HOMO−LUMO

ΔEHOMO−LUMO (eV), potențialele de ionizare I și afinitățile electronice A (în eV), și

electronegativitatea globală 𝝌 (𝐢𝐧 𝐞𝐕), electrorigiditatea totală 𝜼 (î𝐧 𝐞𝐕), și

electrofilicitatea globală 𝝎 (în eV) a compușilor studiați, în vid, apă și metanol

Compusul Faza EHOMO ELUMO
ΔEHOMO

−LUMO
𝜒 𝜂 𝜔 I A 𝜒 𝜂 𝜔

DFH4 1

Gaz -6.91 -2.56 4.35 4.74 2.18 10.31 9.26 0.41 4.83 4.43 5.28

Apă -6.70 -2.56 4.14 4.63 2.07 10.36 6.33 2.45 4.39 1.94 9.93

Metanol -6.32 -2.20 4.12 4.26 2.06 8.81 6.25 2.34 4.30 1.95 9.46

Dimetil 2,3-
dihidroxifumarat 2

Gaz -6.05 -2.05 4.00 4.05 2.00 8.20 8.26 0.06 4.16 4.10 4.22

Apă -6.28 -2.15 4.13 4.22 2.07 8.60 6.16 2.33 4.24 1.91 9.40

Metanol -6.25 -2.12 4.13 4.19 2.07 8.48 6.17 2.26 4.21 1.96 9.07
(E)-metil 2,3-

dihidroxi-4-oxo-4-
(fenilamino)but-2-

enoat 5

Gaz -6.00 -2.04 3.96 4.02 1.98 8.16 7.65 0.35 4.00 3.65 4.37

Apă -6.09 -2.10 3.99 4.10 2.00 8.41 5.89 2.31 4.10 1.79 9.38

Metanol -6.07 -2.07 4.00 4.07 2.00 8.28 5.99 2.17 4.08 1.91 8.71

2,3-dihidroxi-
N1,N4-di(piridin-2-

il)fumaramida 6

Gaz -5.98 -2.03 3.95 4.01 1.98 8.12 7.38 0.54 3.96 3.42 4.58

Apă -5.97 -2.05 3.92 4.01 1.96 8.20 5.79 2.26 4.03 1.76 9.19

Metanol -5.95 -2.04 3.91 4.00 1.96 8.16 5.80 2.21 4.01 1.79 8.96

MEAD 7

Gaz -5.90 -1.56 4.34 3.73 2.17 6.41 7.95 -0.27 3.84 4.11 3.58

Apă -6.04 -1.68 4.36 3.86 2.18 6.83 5.91 1.86 3.88 2.03 7.45

Metanol -6.01 -1.65 4.36 3.83 2.18 6.73 5.92 1.80 3.86 2.06 7.25

MPAD 8

Gaz -5.79 -1.43 4.36 3.61 2.18 5.98 7.80 -0.38 3.71 4.09 3.37

Apă -6.01 -1.63 4.38 3.82 2.19 6.66 5.88 1.82 3.85 2.03 7.29

Metanol -5.97 -1.65 4.32 3.81 2.16 6.72 5.87 1.80 3.84 2.04 7.23
2,3-dihidroxi-
N1,N4-bis(1-

hidroxi-2-
metilpropan-2-

il)fumaramida 9

Gaz -6.26 -1.75 4.51 4.01 2.26 7.11 8.08 0.01 4.04 4.03 4.06

Apă -6.13 -1.67 4.46 3.90 2.23 6.82 5.99 1.85 3.92 2.07 7.44

Metanol -6.10 -1.65 4.45 3.88 2.23 6.75 6.01 1.79 3.90 2.11 7.22

N1,N4-bis(1,3-
dihidroxi-2-

(hidroximetil)propa
n-2-il)-2,3-

dihidroxifumarami
da 10

Gaz -6.22 -1.65 4.57 3.94 2.29 6.78 8.08 -0.04 4.02 4.06 3.99

Apă -6.17 -1.60 4.57 3.89 2.29 6.61 6.08 1.77 3.93 2.15 7.16

Metanol -6.14 -1.25 4.89 3.70 2.45 5.58 6.11 1.38 3.75 2.36 5.94

N1,N4-di-tert-butil-
2,3-

dihidroxifumarami
da 11

Gaz -5.96 -1.42 4.54 3.69 2.27 6.00 7.89 -0.33 3.78 4.11 3.48

Apă -6.03 -1.52 4.51 3.78 2.26 6.32 5.89 1.71 3.80 2.09 6.90

Metanol -6.00 -1.54 4.46 3.77 2.23 6.37 5.90 1.69 3.80 2.10 6.86

MBD 12

Gaz -5.88 -2.09 3.79 3.99 1.90 8.38 7.52 0.42 3.97 3.55 4.44

Apă -5.85 -2.00 3.85 3.93 1.93 8.00 5.65 2.19 3.92 1.73 8.90

Metanol -5.83 -1.97 3.86 3.90 1.93 7.88 5.67 2.14 3.90 1.76 8.62

BBD 13

Gaz -5.43 -1.83 3.60 3.63 1.80 7.32 6.83 0.45 3.64 3.19 4.16

Apă -5.43 -1.83 3.60 3.63 1.80 7.32 5.24 2.05 3.64 1.60 8.31

Metanol -5.41 -1.81 3.60 3.61 1.80 7.24 5.25 1.99 3.62 1.63 8.04
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Pentru faza gazoasă, electronegativitatea este prezisă surprinzător de bine, în timp ce

duritatea totală este de 2 ori mai mică, iar electrofilia este de 2 ori mai mare decât datele obținute

din utilizând valorile verticale calculate ale I și A. Aceste rezultate sugerează că Procedura KID

este valabilă și poate fi utilizată în studii ulterioare ale compușilor înrudiți în solvent (apă,

metanol). Calculele demonstrează că acidul DFH4 1 posedă cele mai mari valori ale

electrofilicității și electronegativității, în toate mediile cercetate. Electrofilicitatea scade în șirul

acidul 1 > esterul 2 ≈ anilida 5 > fumaramida 6 > MBD 12 > BBD 13 > fumaramida 9 ≈

fumaramida 10 > MEAD 7 > fumaramida 11 > MPAD 8. Electronegativitatea scade în șirul

acidul 1 > esterul 2 ≈ anilida 5 > fumaramida 6 > fumaramida 9 ≈ fumaramida 10 ≈ MBD 12 >

MEAD 7 > MPAD 8 ≈ fumaramida 11 ≈ BBD 13.

4.4. Funcțiile Fukui, Parr și indicele diferenței de reactivitate locală

Pe lângă descriptorii de reactivitate globală, DFT permite calcularea descriptorilor locali,

care atribuie o valoare fiecărui punct din spațiu, oferind o perspectivă asupra reactivității

moleculei în punctul r din spațiu, fiind astfel indicatori de regioselectivitate.

În cadrul DFT, primul descriptor local de reactivitate care este utilizat pentru a

caracteriza interacțiunile electrostatice dintre molecule este densitatea electronică 𝜌(�⃑�) . Totuși,

atunci când reacțiile chimice se datorează în principal interacțiunilor covalente, se întrebuințează

un descriptor local de reactivitate de ordinul doi, funcția Fukui, care permite identificarea celor

mai reactive situsuri ale unei molecule, cele predispuse la atacuri electrofile, nucleofile sau

radicale.

Funcția Fukui este definită în termenii derivatei lui 𝜌(�⃑�) față de 𝑁, dată de ecuația. (4.9),

după cum urmează:

𝑓(𝑟) =
𝜕𝜌(�⃑�)

𝜕𝑁 𝜈(�⃑�)
(4.9)

unde 𝜌(𝑟) , 𝑁 și 𝜈(�⃑�) sunt densitatea electronică, numărul de electroni și respectiv

potențialul extern exercitat de nucleu. Funcția 𝑓(𝑟) reflectă modificarea densității electronilor

indusă de modificarea numărului absolut de electroni cu o geometrie și un potențial fix.

În funcție de densitățile electronice totale, funcțiile Fukui pot fi definite în două moduri,

pe baza derivatei lui 𝜌(�⃑�) din dreapta și din stânga față de 𝑁 (ecuațiile 4.10 și 4.11), iar a treia

definiție prezintă descriptorul atacului radicalic (ecuația 9), în conformitate cu concluziile lui

Perdew și colab. [117]:

𝑓+(𝑟) =
𝜕𝜌(�⃑�)

𝜕𝑁 𝜈(�⃑�)

+

= 𝜌𝑁+1(�⃑�) − 𝜌𝑁(𝑟) (4.10)
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𝑓−(𝑟) =
𝜕𝜌(�⃑�)

𝜕𝑁 𝜈(�⃑�)

−

= 𝜌𝑁(�⃑�) − 𝜌𝑁−1(𝑟) (4.11)

𝑓0(�⃑�) =
1

2
[𝜌𝑁+1(𝑟) − 𝜌𝑁−1(𝑟)] (4.12)

unde 𝜌(𝑟) este sarcina atomică în situsul atomic r, pentru speciile neutră (N), anionică (N+1) și

cationică (N−1).

Descriptorul electrofil 𝑓+(�⃑�) măsoară reactivitatea intramoleculară la situsul r față de un

reactiv nucleofil, iar cele mai mari valori ale 𝑓+(𝑟) vor implica locul preferat pentru un atac

nucleofil (de către o moleculă nucleofilă). Funcția Fukui nucleofilă 𝑓−(�⃑�)măsoară reactivitatea

intramoleculară la situsul r față de un reactiv electrofil, iar valoarea cea mai mare indică locul

preferat pentru un atac electrofilic [118].

Deși funcția Fukui este foarte utilă în dezvăluirea regiunilor nucleofile și electrofile ale

unei molecule, un descriptor local de reactivitate de o precizie sporită a fost propus de către

Morell și colab. [117], și anume descriptorul dual, exprimat ca o derivată a funcției Fukui în

raport cu numărul de electroni:

𝑓(2)(�⃑�) =
𝜕𝑓(�⃑�)

𝜕𝑁 𝜈(�⃑�)
≅ 𝑓+(𝑟) − 𝑓−(𝑟) (4.13)

Astfel, descriptorul dual poate fi aproximat la diferența dintre funcțiile Fukui pentru

atacurile nucleofile și electrofile și, prin urmare, ajută la dezvăluirea adevăratelor locuri preferate

pentru atacurile electrofilice și nucleofilice, simultan. Descriptorul dual este util mai ales în

situațiile ambigue, când nu se poate obține o informație exactă din 𝑓+(𝑟) și 𝑓−(�⃑�), deoarece este

o combinație a celor două. Descriptorul dual este pozitiv pentru locațiile susceptibile la atacuri

nucleofile și negativ în situsurile unde este mai probabil un atac electrofilic.

În ceea ce privește densitățile orbitalilor moleculari de frontieră (aproximarea orbitalilor

moleculari de frontieră, FMOA), ec. (4.13) se transformă în ec. (4.14) după cum urmează:

𝑓(2)(�⃑�) = 𝜌𝐿𝑈𝑀𝑂(𝑟) − 𝜌𝐻𝑂𝑀𝑂(𝑟) (4.14)

În această formă, această expresie implică faptul că reactivitatea locală a moleculei

depinde numai de densitățile electronice ale orbitalilor moleculari de frontieră. Astfel, densitățile

electronice ale celorlalți orbitali moleculari ocupați nu sunt implicate, iar efectele de relaxare

sunt excluse, făcând din descriptorul dual un descriptor local de reactivitate mai precis decât

𝑓+(𝑟) și 𝑓−(𝑟) [117].

Recent, Luis R. Domingo a introdus și alți descriptori de reactivitate locală, în conceptul

său de Teorie a densității electronilor moleculari (molecular electron density theory - MEDT), și

anume funcțiile Parr [119,120] care pot fi considerate ca o alternativă a funcțiilor Fukui pentru
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descrierea zonelor din interiorul moleculelor unde vor fi favorizate atacurile nucleofile sau

electrofile. Funcțiile Parr pot fi exprimate prin următoarele ecuații:

𝑃−(�⃑�) = 𝜌𝑠
𝑟𝑐(𝑟) (4.15)

𝑃+(�⃑�) = 𝜌𝑠
𝑟𝑎(𝑟) (4.16)

unde 𝑃−(�⃑�) și 𝑃+(�⃑�) sunt funcțiile Parr nucleofilică și electrofilică, respectiv, și 𝜌𝑠
𝑟𝑐(𝑟) și 𝜌𝑠

𝑟𝑎(𝑟)

sunt legate cu densitatea atomică de spin a radical cationului și radical anionului, respectiv [121].

De remarcat, totuși, că funcțiile Fukui și Parr pot da rezultate slabe și chiar contradictorii

pentru sistemele care prezintă hiperconjugare, iar acest efect este mai puternic în speciile cu

sarcină decât la speciile neutre [119].

Pentru a depăși acest posibil neajuns, în cadrul acestui capitol a fost utilizat și

descriptorul diferenței de reactivitate locală 𝑅𝑘 , propus de Chattaraj și colab. [122], permițând

identificarea centrilor cu comportament electrofil (𝑅𝑘 = + n.nn), nucleofil (𝑅𝑘 = − n.nn) precum

și comportamentul ambifil (𝑅𝑘 = ± n.nn), și pentru a elimina centrii cu reactivitate marginală

[122]:

(a) dacă (1 < 𝜔𝑘/𝑁𝑘 < 2) sau (1 < 𝑁𝑘/𝜔𝑘 < 2)

atunci Rk ≈ (𝜔𝑘 + 𝑁𝑘)/2 → ambifilic (𝑅𝑘 = ± n.nn)

altfel Rk ≈ (𝜔𝑘 − 𝑁𝑘)

(b) pentru 𝑅𝑘 > 0 → electrofilic (𝑅𝑘 = + n.nn)

(c) pentru 𝑅𝑘 < 0 → nucleofilic (𝑅𝑘 = − n.nn)

(d) dacă | 𝑅𝑘 | < 0.1, atunci 𝑅𝑘 = 0.

Semnul (+, −, ±) indicelui 𝑅𝑘 indică caracterul electrofilic și/sau nucleofilic al centrului k, în

timp ce magnitudinea n.nn este o măsură a activării locale. Electrofilicitatea locală ( 𝜔𝑘 ) și

nucleofilicitatea locală ( 𝑁𝑘 ), în situsul atomic k sunt definite în termenii funcțiilor Fukui

relevante, 𝑓𝑘
+ și 𝑓𝑘

−, conform relațiilor:

𝜔𝑘 = 𝜔 ∙ 𝑓𝑘
+ (4.17)

𝑁𝑘 = 𝑁 ∙ 𝑓𝑘
− (4.18)

unde 𝑁 este nucleofilicitatea definită relativ tetracianoetilenei (TCE) [122]. TCE este folosit ca

referință deoarece prezintă cea mai scăzută energie HOMO dintr-o serie mare de molecule deja

investigate, permițând crearea unei scări normalizate de valori pozitive:

𝑁 = 𝐸𝐻𝑂𝑀𝑂(𝑁𝑢) (𝑒𝑉) − 𝐸𝐻𝑂𝑀𝑂(𝑇𝐶𝐸) (𝑒𝑉) (4.19)
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Funcțiile Fukui condensate la situsul atomic k, pentru atacul nucleofil ( 𝑓𝑘
+ ) și pentru

atacul electrofil (𝑓𝑘
−) sunt date în funcție de populația respectivă 𝑞𝑘(N) a sistemului N−electronic

al situsului atomic k, de către ecuațiile 4.20, 4.21 după cum urmează:

𝑓𝑘
+ = 𝑞𝑘(𝑁 + 1) − 𝑞𝑘(𝑁) (4.20)

𝑓𝑘
− = 𝑞𝑘(𝑁) − 𝑞𝑘(𝑁 − 1) (4.21)

Un alt predictor util al reactivității chimice, folosit în cadrul acestei cercetări în scopuri

de verificare, este potențialul electrostatic, care arată regiunile potențiale negative, care se

așteaptă a fi locuri de protonare și atac nucleofilic, și regiunile potențiale pozitive, care pot indica

situsuri electrofile. Acesta este un instrument predictiv important, deoarece atracția/repulsia

electrostatică este de rază lungă în comparație cu efectele de transfer de electroni caracterizate de

descriptorul dual [123]. O hartă clasică a potențialului electrostatic molecular (molecular

electrostatic potential - MEP) indică regiunile roșii cu potențial electrostatic negativ, locurile

albastre reprezintă regiunile cu potențial electrostatic pozitiv, iar părțile de culoare verde

reprezintă regiunile cu potențial zero.

În cadrul acestui sub-capitol au fost investigați DFH4 și toți derivații sintetizați ai acestuia,

inclusiv și aceșe substanțe care nu au demonstrat activitate antioxidantă/antiradicalică.

Structurile moleculare ale moleculelor investigate au fost optimizate la B3LYP/6−311G(d,p) în

fază gazoasă, iar absența valorilor negative în profilul vibrațional a confirmat adevăratele

minime. Pentru a analiza efectul apei, aceste structuri au fost utilizate în continuare ca punct de

plecare pentru o optimizare la B3LYP/6−311G(d,p) în apă, utilizând modelul de solvatare SMD.

Pentru a compara informațiile obținute din descriptorii locali de reactivitate, au fost

calculate funcțiile Fukui și funcțiile Parr. Funcțiile Fukui au fost calculate utilizând sarcinile

atomice din analiza populației Hirshfeld pentru anionii și cationii respectivi, iar funcțiile Parr din

densitățile atomice de spin - din analiza populației Hirshfeld pentru radical anionii și radical

cationii respectivi.

Pentru a valida utilizarea energiilor orbitalilor moleculari Kohn-Sham de frontieră pentru

a calcula descriptorii de reactivitate calculați conform teoriei DFT conceptuale, descriptorii

globali au fost calculați folosind ambele tehnici, potențialele de ionizare I și afinitățile

electronice A (în eV), precum și energiile HOMO și LUMO, în fază gazoasă și în solvent (apă și

metanol), folosind modelul de solvatare SMD.
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4.5. Analiza comparativă a indicilor de reactivitate locală

Descriptorul dual 𝑓(2)(𝑟), precum și funcțiile Parr electrofilice și nucleofilice ale atomilor

compușilor studiați sunt prezentate în Tabelul 4.8-4.17. Valorile reale au fost multiplicate cu 100

pentru a ușura comparația dintre ele. O critică importantă ce ține de calculul funcțiilor Fukui se

referă la modul arbitrar de alegere a sarcinilor [124]. În cadrul cercetărilor noastre anterioare

[125] am studiat funcțiile Fukui calculate folosind sarcinile Hirshfeld și NBO, iar rezultatele au

fost similare. Din acest motiv, în cadrul acestui capitol sunt prezentate numai rezultatele bazate

pe sarcinile Hirshfeld.

Pentru a verifica informațiile oferite de către indicii de reactivitate locală, a fost de

asemenea utilizată harta potențialului molecular electrostatic (MEP).

Potențialul electrostatic molecular este foarte informativ în ceea ce privește distribuția de

sarcină nucleară și electronică a moleculelor, pe lângă faptul că este un instrument util în

interpretarea și predicțiea reactivității chimice. Harta MEP este utilizată pe scară largă ca o hartă

de reactivitate care afișează cea mai probabilă regiune pentru atacuri nucleofile și electrofile. Pe

suprafața MEP, culoarea roșie se referă la regiunea bogată în electroni (negativă), culoarea

albastră se referă la regiunea săracă în electroni (pozitivă), iar culoarea verde înseamnă potențial

electrostatic zero. În majoritatea suprafețelor MEP, regiunea negativă este locul preferat pentru

atacul electrofile și regiunea pozitivă este preferată pentru atacul nucleofil. Concentrațiile de

electroni la suprafața MEP sunt indicate prin culori. Valorile densității electronilor scad în

următoarea ordine Roșu > Portocaliu > Galben > Verde > Albastru.

Pentru derivații cercetați, multe valori ale 𝑓𝑘
+, 𝑓𝑘

− și 𝑓𝑘
0 sunt negative atât în gaz, cât și în

solvent (apă și metanol). Acest lucru înseamnă că în specia cationică densitatea electronică se

mărește, iar în specia anionică densitatea electronică scade pe toți atomii. Ayres și colab. au

sugerat anterior că un astfel de comportament ar putea fi corelat cu oxidarea și reducerea

centrelor atomice din moleculă [126].

Astfel, în cazul compușilor cercetați, funcțiile Fukui electrofilice și nucleofilice nu permit

obținerea unor concluzii exacte cu acuratețe. În schimb, semnul descriptorului dual poate descrie

fără ambiguitate situsurile nucleofile și electrofile din moleculă, așa cum s-a menționat anterior.

Mai exact, dacă 𝑓(2)(�⃑�) > 0, atunci locul este favorabil pentru un atac nucleofil, în timp ce

dacă𝑓(2)(𝑟) < 0, atunci locul poate fi favorabil pentru un atac electrofil [117, 127].

Pentru DHF4, rezultatele prezentate în Tabelul 4.8 arată că în faza gazoasă, conform

valorilor descriptorului dual, situsurile preferate pentru atacuri nucleofilice sunt O8 și O10 (𝑓𝑘
(2)

= 8.6) urmate de C2 și C3 (𝑓𝑘
(2) = 3.8), în timp ce situsurile preferate pentru atacurile electrofile
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sunt C1 și C4 (𝑓𝑘
(2) = −7.1). Valorile calculate ale funcțiilor Parr indică asupra faptului că C1 și

C4 (𝑃𝑘
+ = 16.8), și C2 și C3 (𝑃𝑘

+ = 15.9) sunt situsurile preferate pentru atacurile nucleofilice,

în timp ce C2 și C3 (𝑃𝑘
− = 24.3) și O8 și O10 (𝑃𝑘

− = 23.3) vor fi favorizate pentru atacurile

electrofilice.

Aceste rezultate pot părea controversate la prima vedere, dar acest lucru poate fi explicat

prin faptul că acidul dihidroxifumaric este un sistem hiperconjugat, stabilizat de interacțiunile

dintre legăturile duble C=C și C=O și perechile de electroni liberi ale oxigenului și prin urmare,

unele dintre grupuri pot avea un comportament ambifilic.

Harta MEP a DFH4 (Figura 4.7a) confirmă că regiunea pe C1 și C4 este încărcată pozitiv,

astfel încât un electrofil ar fi respins, favorizând aceste locuri pentru un atac nucleofil, așa cum

sugerează funcția Parr și se confirmă în experimentele de chimie organică, în timp ce potențialul

electrostatic pe C2, C3 și O8, O10 este foarte aproape de neutru, sugerând că aceste locuri ar

putea, într-adevăr, să fie abordate de electrofili (neutri sau pozitivi) și nucleofili (neutri sau

negativi).

Pentru a verifica această afirmație, a fost calculat indicele local al diferenței de

reactivitate 𝑅𝑘 (Tabelul 4.8). Rezultatele confirmă că C2, C3 și O8, O10 sunt situsuri ambifilice

care pot acționa ca electrofile și nucleofile în faza gazoasă. În apă și metanol, descriptorii de

reactivitate cresc ușor, iar tendința rămâne aceeași, cu singura diferență că O8 și O10 sunt

prezentate ca singurele situsuri reactive ambifile, cu valorile 𝑅𝑘 de ± 0.48 și ± 0.51, respectiv, în

apă, și 𝑅𝑘 de ± 0.55 pentru amândouă, în metanol.

Tabelul 4.8. Descriptorul dual 𝒇𝒌
(𝟐), funcțiile Parr electrofilice 𝑷𝒌

+ și nucleoflice 𝑷𝒌
−, și

indicele diferenței de reactivitate locală Rk pe atomii moleculei de acid DFH4 1, calculate in

vacuo, în apă și metanol. Valorile reale ale 𝒇(𝟐)(�⃑�), 𝑷𝒌
+ și 𝑷𝒌

− au fost înmulțite cu 100

pentru o comparație mai ușoară

Atom
𝑓𝑘
(2) 𝑃𝑘

+ 𝑃𝑘
− 𝑅𝑘

Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH

1 C −7.1 −7.1 -15.1 16.8 17.6 16.0 −3.5 0.9 0.9 −0.47 −1.02 -0.94
2 C 3.8 4.2 -23.5 15.9 15.0 13.6 24.3 21.0 21.0 ±0.37 −0.66 -0.51
3 C 3.8 3.9 -23.5 15.9 15.5 13.7 24.3 21.0 21.0 ±0.37 −0.68 -0.51
4 C −7.1 −7.4 -15.0 16.8 18.2 16.0 −3.5 0.9 0.9 −0.47 −1.04 -0.94
5 O −3.4 −4.6 -17.3 12.4 11.4 11.6 7.3 4.2 4.2 −0.41 −0.94 -0.85
6 O −2.0 −3.2 -9.7 2.7 3.1 4.7 −0.8 -0.1 -0.1 −0.28 −0.57 -0.51
8 O 8.6 10.5 -23.1 2.6 2.8 3.8 23.3 23.2 0.0 ±0.34 ±0.51 ±0.55

10 O 8.6 9.7 -23.1 2.6 2.7 3.8 23.3 23.2 23.2 ±0.34 ±0.48 ±0.55
12 O −3.4 −4.3 -17.2 12.4 11.4 11.6 7.3 4.2 0.8 −0.41 −0.94 -0.84
13 O −2.0 −2.9 -9.8 2.7 3.0 4.7 −0.8 -0.1 23.2 −0.28 −0.58 -0.51
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Tabelul 4.9 prezintă valorile descriptorului dual 𝑓𝑘
(2) , funcțiile Parr electrofilice 𝑃𝑘

+ și

nucleofilice 𝑃𝑘
− , și indicele local al diferenței de reactivitate 𝑅𝑘 pe atomii esterului EDM 2,

calculate în vid, în apă și metanol.

Tabelul 4.9. Descriptorul dual 𝒇𝒌
(𝟐), funcțiile Parr electrofilice 𝑷𝒌

+ și nucleoflice 𝑷𝒌
−, și

indicele diferenței de reactivitate locală Rk pe atomii moleculei de EDM 2, calculate in

vacuo, în apă și metanol. Valorile reale ale 𝒇(𝟐)(�⃑�), 𝑷𝒌
+ și 𝑷𝒌

− au fost înmulțite cu 100

pentru o comparație mai ușoară

Atom
𝑓𝑘
(2) 𝑃𝑘

+ 𝑃𝑘
− 𝑅𝑘

Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH
1 C −7.4 −7.1 -14.0 19.4 18.3 15.6 −2.8 −2.5 0.9 −0.34 −0.91 -0.85
2 C 4.2 4.3 -23.4 12.6 14.5 13.5 23.1 23.7 21.3 ±0.35 −0.57 -0.45
3 C 4.2 4.2 -23.4 12.6 14.5 13.5 23.1 23.6 21.3 ±0.35 −0.57 -0.45
4 C −7.4 −7.1 -14.0 19.4 18.2 15.6 −2.8 −2.5 0.9 −0.34 −0.91 -0.85
5 O −4.1 −4.6 -16.1 12.7 11.4 11.7 4.4 4.2 3.7 −0.23 −0.83 -0.76
6 O −1.6 −2.5 -8.0 2.6 3.4 4.9 0.6 0.5 0.3 ±0.15 −0.43 -0.39
7 C −0.4 −0.7 -3.0 −0.3 −0.4 0.1 0.0 0.0 0.1 ±0.09 −0.15 -0.13
8 O 9.2 10.3 -22.8 2.8 2.7 3.7 25.2 24.7 22.9 ±0.38 ±0.49 ±0.53

10 O 9.2 10.3 -22.8 2.8 2.6 3.7 25.2 24.7 22.9 ±0.38 ±0.49 ±0.53
12 O −4.1 −4.6 -16.0 12.7 11.4 11.7 4.4 4.2 3.7 −0.23 −0.82 -0.76
13 O −1.6 −2.5 -8.0 2.6 3.4 4.9 0.6 0.5 0.3 ±0.15 −0.43 -0.39
14 C −0.4 −0.7 -3.0 −0.3 −0.4 0.1 0.0 0.0 0.1 0 −0.15 -0.13

(a) DFH4 1

(b) EDM 2

Fig. 4.7. Hărțile MEP (pe stânga) și indicele ambifilic 𝑹𝒌 (pe dreapta) ale DFH4 1

și EDM 2, în metanol
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În general, rezultatele prezintă un tablou asemănător celui în cazul DHF4, dar cu prezența

mai multor situsuri ambifilice în fază gazoasă. În apă și metanol, totuși, situsurile atomice O8 și

O10 sunt unicele locații ambifilice, cu 𝑅𝑘de ± 0.49 în apă și 𝑅𝑘 de ± 0.53 în metanol, similare

valorilor obținute în cazul DHF4 în apă și metanol.

Aceste rezultate oferă o bună explicație a activității antioxidante/antiradicale ridicate a

DHF4 1 și EDM 2, raportate în capitolul precedent, față de radicalul DPPH• și cationul radicalul

ABTS•+. Reactivitatea puternică a fragmentului ene-diolic, cu cei doi oxigeni hidroxilici ambifili,

asigură transferul electronului (și a atomului de hidrogen) spre speciile radicale reactive,

inactivându-le.

Tabelul 4.10 prezintă valorile descriptorului dual 𝑓𝑘
(2) , funcțiile Parr electrofilice 𝑃𝑘

+ și

nuceofilice 𝑃𝑘
− , și indicele local al diferenței de reactivitate 𝑅𝑘 pe atomii moleculei de anilidă 5,

calculate în vid, în apă și metanol. Deși valoarea descriptorului dual sugerează că C1 și C4 vor fi

situsurile preferate pentru atacul electrofilic, funcția 𝑃𝑘
+ indică că situsurile C1 și C4 vor fi

preferate pentru atacul nucleofilic, în timp ce descriptorul 𝑃𝑘
− sugerează că C3 va fi favorizat

pentru atacul electrofilic, fiind urmat de C21 și O8 pentru apă. În metanol tabloul este similar.

Tabelul 4.10. Descriptorul dual 𝒇𝒌
(𝟐), funcțiile Parr electrofilice 𝑷𝒌

+ și nucleoflice 𝑷𝒌
−, și

indicele diferenței de reactivitate locală Rk pe atomii moleculei de anilidă 5, calculate in

vacuo, în apă și metanol. Valorile reale ale 𝒇(𝟐)(�⃑�), 𝑷𝒌
+ și 𝑷𝒌

− au fost înmulțite cu 100

pentru o comparație mai ușoară

Atom
𝑓𝑘
(2) 𝑃𝑘

+ 𝑃𝑘
− 𝑅𝑘

Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH
1 C −6.11 −6.40 -11.1 18.35 17.87 14.5 −3.80 −4.11 -0.8 −0.28 −0.76 -0.70
2 C −0.20 −0.68 -17.2 8.20 12.90 12.2 10.45 10.33 11.7 ±0.23 −0.61 -0.48
3 C 1.11 0.65 -18.2 12.97 13.68 12.7 16.54 20.43 17.5 ±0.26 −0.57 -0.44
4 C −6.44 −7.28 -12.3 16.25 17.17 14.5 −1.76 −1.83 1.0 −0.30 −0.86 -0.76
5 O −4.25 −5.50 -13.6 10.91 10.65 10.9 3.21 3.65 3.3 −0.23 −0.78 -0.69
6 O −2.10 −3.03 -6.8 2.39 3.15 4.6 0.42 0.56 0.4 −0.11 −0.41 -0.36
7 C −0.70 −0.92 -2.5 −0.30 −0.33 0.1 −0.02 −0.05 0.0 0 −0.14 -0.11
8 O 4.83 5.66 -17.4 3.06 2.58 3.6 16.88 17.68 17.7 ±0.28 ±0.41 ±0.44

10 O 1.36 2.24 -13.6 1.79 2.29 3.2 7.62 8.78 9.4 ±0.20 −0.30 ±0.36
12 O −4.83 −5.31 -11.8 13.22 11.02 11.4 −3.77 −3.69 -3.3 −0.24 −0.72 -0.66
13 N 2.58 1.95 -9.6 −1.90 1.49 3.5 17.13 17.05 12.0 ±0.15 −0.22 ±0.26
14 C 3.11 3.31 -5.3 3.46 −0.21 0.9 9.69 7.03 6.3 0 ±0.11 ±0.12
19 C 2.11 2.15 -6.1 3.40 3.55 2.2 8.70 8.10 5.6 ±0.11 ±0.16 ±0.16
20 C 1.13 1.86 -4.2 −1.21 −1.79 -0.3 −4.53 −4.09 0.1 ±0.12 ±0.10 ±0.10
21 C 2.86 3.93 -8.9 8.46 5.13 3.1 21.96 18.95 10.9 ±0.24 ±0.21 ±0.22
22 C 1.16 1.70 -4.1 −1.64 −1.61 -0.2 −4.07 −4.72 -0.1 ±0.13 ±0.10 ±0.10
23 C 1.67 2.37 -6.1 3.63 3.21 2.1 8.42 8.83 5.9 ±0.13 ±0.15 ±0.15
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Harta MEP a anilidei 5 (Figura 4.8a) confirmă că regiunea pe C1 și C4 este încărcată

pozitiv, regiunea deasupra O8 este negativă, iar regiunea asupra O10 este foarte aproape de

neutru.

Indicele local al diferenței de reactivitate Rk indică asupra faptului că în vid există două

situsuri ambifilice practic echivalente, O8 (Rk = ±0.28) și C3 (Rk = ±0.26); în apă cel mai

important atom cu reacție ambifilică este O8 (Rk = ±0.41), iar în metanol există două situsuri

ambilice, O8 (Rk = ±0.44) și O10 (Rk = ±0.36).

Tabelul 4.11 prezintă valorile descriptorului dual 𝑓𝑘
(2) , funcțiile Parr electrofilice 𝑃𝑘

+ și

nuceofilice 𝑃𝑘
− , și indicele local al diferenței de reactivitate 𝑅𝑘 pe atomii moleculei de

fumaramidă 6, calculate în vid, apă și metanol. Valoarea descriptorului dual sugerează că C2 și

C3 vor fi situsurile preferate pentru atacul electrofilic în vid (𝑓𝑘
(2) = −10.5) și în metanol (𝑓𝑘

(2) =

−16.7), iar în apă - situsurile C1 și C4 (𝑓𝑘
(2) = −27.0).

Funcția 𝑃𝑘
+ indică că situsurile C1 și C4 vor fi preferate pentru atacul nucleofilic în toate

mediile cercetate, în timp ce descriptorul 𝑃𝑘
− sugerează că C2 și C3 vor fi favorizate pentru atacul

electrofilic, fiind urmat de O8 și O10.

a) Anilida 5

b) Fumaramida 6

Fig. 4.8. Hărțile MEP (pe stânga) și indicele ambifilic 𝑹𝒌 (pe dreapta) ale anilidei 5 și

fumaramidei 6, în metanol
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Tabelul 4.11. Descriptorul dual 𝒇𝒌
(𝟐), funcțiile Parr electrofilice 𝑷𝒌

+ și nucleoflice 𝑷𝒌
−, și

indicele diferenței de reactivitate locală Rk pe atomii moleculei de fumaramidă 6, calculate

in vacuo, în apă și metanol. Valorile reale ale 𝒇(𝟐)(�⃑�), 𝑷𝒌
+ și 𝑷𝒌

− au fost înmulțite cu 100

pentru o comparație mai ușoară

Atom
𝑓𝑘
(2) 𝑃𝑘

+ 𝑃𝑘
− 𝑅𝑘

Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH
1 C -7.5 -27.0 -10.0 12.9 13.6 13.6 -0.4 -0.4 -0.4 -0.27 -0.69 -0.67
2 C -10.5 -20.8 -16.7 9.5 11.7 11.5 9.6 15.1 14.9 ±0.21 -4.42 -0.39
3 C -10.5 -20.8 -16.7 9.5 11.7 11.5 9.6 15.2 14.9 ±0.21 -4.42 -0.39
4 C -7.5 -27.0 -10.0 12.9 13.6 13.6 -0.4 -0.4 -0.4 -0.27 -0.69 -0.67
5 O -9.2 -23.9 -10.5 11.5 10.5 10.6 -2.4 -2.1 -2.3 -0.24 -0.65 -0.63
6 N -6.4 -12.2 -7.5 1.6 3.3 3.2 9.3 7.7 8.0 ±0.12 -0.2 -0.19
7 C -3.1 0.0 -3.3 2.2 0.8 0.8 5.8 3.2 3.2 0 0 0
8 O -9.7 -18.6 -13.9 2.8 3.1 3.1 7.3 12.4 12.1 ±0.19 ±0.38 ±0.37

10 O -9.7 -18.6 -13.9 2.8 3.1 3.1 7.3 12.5 12.1 ±0.19 ±0.38 ±0.37
12 O -9.2 -23.9 -10.4 11.5 10.5 10.6 -2.4 -2.1 -2.2 -0.24 -0.64 -0.62
13 N -6.4 -12.2 -7.5 1.6 3.3 3.3 9.3 7.7 8.0 ±0.12 -0.2 -0.19
14 C -3.1 0.0 -3.3 2.2 0.8 0.8 5.8 3.1 3.2 0 0 0
16 C -4.5 0.0 -4.5 2.1 2.0 2.0 4.8 3.4 3.6 0 0 0
17 C -5.0 0.0 -3.0 0.2 -0.3 -0.3 0.0 -0.1 -0.3 0 0 0
18 C -10.1 -19.4 -6.3 4.1 2.9 2.9 9.8 6.1 6.4 ±0.19 ±0.17 ±0.18
19 C -5.4 -10.5 -3.0 0.1 -0.2 -0.2 0.2 -0.2 -0.3 -0.10 0 0
20 C -5.2 0.0 -4.4 2.2 1.9 1.9 4.6 3.5 3.7 0 0 0
27 C -5.2 0.0 -4.4 2.2 1.9 1.9 4.6 3.5 3.7 0 0 0
28 C -5.4 -10.5 -3.0 0.1 -0.2 -0.2 0.2 -0.2 -0.3 ±0.10 0 0
29 C -10.1 -19.4 -6.3 4.1 2.9 2.9 9.8 6.1 6.5 -0.19 ±0.17 ±0.18
30 C -5.0 0.0 -3.0 0.2 -0.3 -0.3 0.0 -0.1 -0.3 0 0 0
31 C -4.5 0.0 -4.5 2.1 2.0 2.0 4.8 3.4 3.6 0 0 0

Harta MEP a fumaramidei 6 (Figura 4.8b) confirmă că regiunea pe O8 și O10 este practic

neutră. Indicele local al diferenței de reactivitate Rk indică asupra faptului că în vid situsurile

ambifilice cu cea mai mare magnitudine sunt C2, C3 (Rk = ±0.21), urmate de O8 și O10 (Rk =

±0.19), iar în apă și metanol O8 și O10 sunt cele mai importante locuri cu reactivitate ambifilică

(Rk = ±0.38 în apă și Rk = ±0.37 în metanol).

Tabelele 4.12 și 4.13 prezintă valorile descriptorului dual 𝑓𝑘
(2) , funcțiile Parr electrofilice

𝑃𝑘
+ și nuceofilice 𝑃𝑘

− , și indicele diferenței de reactivitate locală 𝑅𝑘 pe atomii moleculelor

derivaților mono- MBD 12 și bis- BBD 13 benzimidazolici ai DHF4, respectiv, calculate în vid,

în apă și în metanol.

Pentru MBD 12, valorile descriptorului dual prezentate în Tabelul 4.12 arată că în faza

gazoasă, pentru atacuri electrofile va fi preferat situsul O8 (𝑓𝑘
(2) = −17.2), iar în apă - situsul C4

(𝑓𝑘
(2) = −18.5).
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Tabelul 4.12. Descriptorul dual 𝒇𝒌
(𝟐), funcțiile Parr electrofilice 𝑷𝒌

+ și nucleoflice 𝑷𝒌
−, și

indicele diferenței de reactivitate locală Rk pe atomii moleculei de MBD 12, calculate in

vacuo, în apă și metanol. Valorile reale ale 𝒇(𝟐)(�⃑�), 𝑷𝒌
+ și 𝑷𝒌

− au fost înmulțite cu 100

pentru o comparație mai ușoară

Atom
𝑓𝑘
(2) 𝑃𝑘

+ 𝑃𝑘
− 𝑅𝑘

Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH
1 C -7.5 -8.9 -8.9 8.3 8.2 8.5 7.7 4.7 4.6 ±0.15 -0.35 -0.34
2 C -12.0 -16.5 -16.4 16.7 16.3 15.9 0.8 4.8 4.9 -0.23 -0.60 -0.56
3 O -10.2 -12.0 -11.9 4.7 4.2 4.2 1.0 4.1 4.1 ±0.20 -0.28 -0.26
4 C -14.0 -18.5 -18.4 7.6 9.7 9.8 23.3 25.2 25.2 ±0.26 ±0.52 ±0.51
5 O -10.6 -13.7 -13.7 1.3 2.0 2.0 12.3 15.4 15.5 ±0.20 ±0.34 ±0.34
6 C -12.0 -13.7 -13.6 15.1 15.4 15.1 2.0 2.2 2.2 -0.29 -0.79 -0.75
7 O -7.1 -7.4 -7.3 3.3 3.9 3.9 0.7 1.1 1.1 -0.11 -0.36 -0.34
8 O -17.2 -16.1 -16.1 12.4 11.8 11.6 6.2 5.1 5.1 -0.24 -0.76 -0.72
9 N -11.9 -12.1 -12.1 9.1 9.4 9.3 5.6 5.1 5.1 ±0.24 -0.39 -0.37

10 N -4.5 -5.8 -5.8 4.3 4.9 4.9 -0.9 -0.1 -0.1 0 -0.23 -0.22
11 C -6.3 -7.0 -7.0 0.1 0.3 0.2 9.7 8.7 8.6 0 ±0.18 ±0.17
12 C -6.8 -7.0 -6.9 -0.6 -0.6 -0.6 10.1 7.9 7.8 0.11 ±0.17 ±0.17
13 C -9.0 -7.4 -7.5 6.7 5.3 5.5 4.2 2.2 2.3 ±0.18 -0.23 -0.22
14 C -9.0 -7.3 -7.3 0.5 0.8 0.8 2.8 3.7 3.6 ±0.17 ±0.20 ±0.20
15 C -13.4 -10.2 -10.2 5.0 4.0 4.1 15.0 10.5 10.4 ±0.26 ±0.28 ±0.28
16 C -7.4 -6.2 -6.3 3.9 3.0 3.3 -1.8 -1.7 -1.7 ±0.15 -0.21 -0.20

Valorile calculate ale funcțiilor Parr indică asupra faptului că C2 este situsul preferat

pentru atacurile nucleofilice atât în gaz (𝑃𝑘
+ = 16.7 ) cât și în apă (𝑃𝑘

+ = 16.3 ), urmat de C6

(𝑃𝑘
+ = 16.7 în gaz și 𝑃𝑘

+ = 16.7 în apă), deși valorile descriptorului dual arată o afinitate față de

electrofili a acestor regiuni. Locurile favorizate pentru atacurile electrofilice vor fi C4, atât în gaz

(𝑃𝑘
− = 23.3) cât și în apă (𝑃𝑘

− = 25.2), urmat de C15 (𝑃𝑘
− = 15.0) și O5 (𝑃𝑘

− = 12.3) în gaz, și de

O5 (𝑃𝑘
− = 15.4) și C15 (𝑃𝑘

− = 10.5) în apă, și în acest caz, rezultatele date de 𝑃𝑘
− sunt în

concordanță cu descriptorul dual.

Indicele local al diferenței de reactivitate 𝑅𝑘 (Tabelul 4.12) sugerează că atât în gaz cât și

în solvenți, există câteva situsuri ambifilice cu magnitudinea până la ± 0.30, și un număr mai

mare de situsuri nucleofilice. Două cele mai importante situsuri ambifilice sunt C4 (𝑅𝑘 de ± 0.52

în apă și de ± 0.51 în metanol) și O5 (𝑅𝑘 de ± 0.34 în apă și metanol), fiind cele mai active

situsuri pentru atacurile nucleofile.

Harta MEP a derivatului MBD 12 (Figura 4.9a) confirmă că regiunea pe C4 și O5 este

puțin pozitivă, foarte aproape de valori neutre, sugerând că aceste situsuri ar putea fi favorizate

în atacuri de electrofili (neutri sau pozitivi) și nucleofili (neutri sau negativi).

Pentru BBD 13, valorile descriptorului dual prezentate în Tabelul 4.13 arată că atât în

faza gazoasă cât și în apă, pentru atacuri electrofile vor fi preferate situsurile C2 și C4 (𝑓𝑘
(2) =
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−11.2 în gaz și −15.3 în apă). Valorile calculate ale funcțiilor Parr indică asupra faptului că C2 și

C4 vor fi preferate pentru atacurile nucleofilice atât în gaz (𝑃𝑘
+ = 10.4) cât și în apă (𝑃𝑘

+ = 11.4),

și aceleași situsuri vor fi favorizate pentru atacurile electrofilice (𝑃𝑘
− = 12.8 în gaz și 𝑃𝑘

− = 15.3 în

apă).

a) MBD 12

b) BBD 13

Fig. 4.9. Hărțile MEP (pe stânga) și indicele ambifilic 𝑹𝒌 (pe dreapta) ale MBD 12 și

BBD 13, în metanol

Indicele local al diferenței de reactivitate 𝑅𝑘 (Tabelul 4.13) aduce o explicație a

rezultatelor anterioare, căci anume C2 și C4 sunt două cele mai importante situsuri ambifilice, cu

valorile 𝑅𝑘 de ± 0.22 în gaz, ± 0.44 în apă și metanol, fiind de asemenea cele mai active situsuri

pentru atacurile nucleofile atât în gaz cât și în solvenți.

Harta MEP a derivatului BBD 13 (Figura 4.9b) confirmă că regiunea pe C4, C4, O3 și O5

este foarte aproape de valori neutre, sugerând că aceste situsuri ar putea fi favorizate în atacuri de

electrofili (neutri sau pozitivi) și nucleofili (neutri sau negativi).

Mai sus au fost arătate rezultatele calculelor pentru compușii care au demonstrat

activitate antioxidantă față de radicalii DPPH• și ABTS•+. După cum s-a menționat în capitolul

anterior, un șir de derivați obținuți nu au exercitat activitate antiradicalică în testul cu DPPH•

(compușii 7, 8, 9, 10, 11) însă unii dintre ei, și anume derivații 7, 8, 9 au avut un efect oarecum
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mai semnificativ în testul cu ABTS•+. Din acest motiv cercetarea indicatorilor de reactivitate

locală a acestor derivați de asemenea prezintă interes, în special pentru a face posibilă o

comparație cu derivații descriși mai sus.

Tabelul 4.13. Descriptorul dual 𝒇𝒌
(𝟐), funcțiile Parr electrofilice 𝑷𝒌

+ și nucleoflice 𝑷𝒌
−, și

indicele diferenței de reactivitate locală Rk pe atomii moleculei de BBD 13, calculate in

vacuo, în apă și metanol. Valorile reale ale 𝒇(𝟐)(�⃑�), 𝑷𝒌
+ și 𝑷𝒌

− au fost înmulțite cu 100

pentru o comparație mai ușoară

Atom
𝑓𝑘
(2) 𝑃𝑘

+ 𝑃𝑘
− 𝑅𝑘

Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH

1 C -4.9 -7.0 -7.0 9.4 9.2 9.1 1.4 0.7 0.7 ±0.10 -0.36 -0.39
2 C -11.2 -15.3 -15.5 10.4 11.4 11.3 12.8 15.3 15.3 ±0.22 ±0.44 ±0.44
3 O -8.0 -10.0 -10.3 2.3 2.4 2.4 6.0 8.1 8.2 ±0.16 ±0.27 ±0.27
4 C -11.2 -15.3 -15.5 10.4 11.4 11.3 12.8 15.3 15.3 ±0.22 ±0.44 ±0.44
5 O -8.0 -10.0 -10.3 2.3 2.4 2.4 6.0 8.1 8.2 ±0.16 ±0.27 ±0.27
6 C -4.9 -7.0 -7.0 9.4 9.2 9.1 1.4 0.7 0.7 -0.13 -0.36 -0.39
7 N -4.0 -5.3 -5.2 4.0 4.6 4.5 0.7 1.0 1.0 0 -0.19 -0.21
8 N -9.0 -10.3 -9.9 7.6 8.4 8.3 5.9 5.9 5.9 ±0.18 -0.32 -0.32
9 N -9.0 -10.3 -9.9 7.6 8.4 8.3 5.9 5.9 5.9 ±0.18 -0.32 -0.32

10 N -4.0 -5.3 -5.2 4.0 4.6 4.5 0.7 1.0 1.0 0 -0.19 -0.21
11 C -4.4 -4.9 -4.9 -0.1 0.1 0.1 6.4 5.4 5.4 0 ±0.13 ±0.13
12 C -4.2 -4.6 -4.7 -0.3 -0.5 -0.4 5.2 4.0 4.0 0 ±0.12 ±0.12
13 C -7.0 -5.9 -6.2 6.2 5.3 5.4 2.0 1.7 1.8 ±0.14 -0.20 -0.24
14 C -7.2 -5.3 -5.6 0.7 0.8 0.8 2.4 2.1 2.1 ±0.14 ±0.15 -0.13
15 C -9.7 -7.2 -7.5 4.3 3.8 3.8 7.7 5.8 5.8 ±0.19 ±0.21 -0.17
16 C -5.9 -5.0 -5.2 4.0 3.2 3.3 -1.3 -0.9 -0.9 ±0.12 -0.18 -0.22
24 C -4.4 -4.9 -4.9 -0.1 0.1 0.1 6.4 5.4 5.4 0 ±0.13 ±0.13
26 C -4.2 -4.6 -4.7 -0.3 -0.5 -0.4 5.2 4.0 4.0 0 ±0.12 ±0.12
27 C -5.9 -5.0 -5.2 4.0 3.2 3.3 -1.3 -0.9 -0.9 0 -0.18 -0.22
28 C -9.7 -7.2 -7.5 4.3 3.8 3.8 7.7 5.8 5.8 ±0.19 ±0.21 -0.17
29 C -7.2 -5.3 -5.6 0.7 0.8 0.8 2.4 2.1 2.1 ±0.14 ±0.15 -0.13
30 C -7.0 -5.9 -6.2 6.2 5.3 5.4 2.0 1.7 1.8 ±0.14 -0.20 -0.24

Tabelul 4.14 prezintă descriptorul dual 𝑓𝑘
(2) , funcțiile Parr electrofilică 𝑃𝑘

+și nucleofilică

𝑃𝑘
− , precum și indicele diferenței de reactivitate locală Rk pe atomii fumaramidei MEAD 7,

calculate in vacuo, în apă și metanol. În general, rezultatele arată aceleași situsuri reactive ca și

pentru ceilalți derivați cercetați. Există totuși o diferență ce ține de reactivitatea mărită a

situsurilor C2 și C3, care întrece reactivitatea celor doi atomi de oxigen din grupurile hidroxilice

atașate legăturii duble centrale. Conform valorilor indicelui 𝑅𝑘, situsurile C2 și C3 sunt preferate

pentru atacurile electrofile și nucleofile în faza gazoasă (𝑅𝑘 de ± 0.32) și în apă (𝑅𝑘 de ± 0.55),

fiind urmați de O9 în vid (𝑅𝑘 de ± 0.31), iar în apă de O7 și O9 (𝑅𝑘 de ± 0.42). În metanol, cele

mai importante situsuri ambifilice sunt C1 și C2 (𝑅𝑘 de ± 0.58), urmați de O7 și O9 (𝑅𝑘 de ±

0.46). Harta MEP a fumaramidei MEAD 7 (Figura 4.10a) confirmă că situsurile C2 și C3 sunt
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foarte aproape de neutru, sugerând că aceste locuri ar putea fi, într-adevăr, atacate de electrofili

(neutri sau pozitivi) și nucleofili (neutri sau negativi), în timp ce O7 și O9 sunt ușor negative.

Tabelul 4.14. Descriptorul dual 𝒇𝒌
(𝟐), funcțiile Parr electrofilice 𝑷𝒌

+ și nucleoflice 𝑷𝒌
−, și

indicele diferenței de reactivitate locală Rk pe atomii moleculei de fumaramidă MEAD 7,

calculate in vacuo, în apă și metanol. Valorile reale ale 𝒇(𝟐)(�⃑�), 𝑷𝒌
+ și 𝑷𝒌

− au fost înmulțite

cu 100 pentru o comparație mai ușoară

Atom
𝑓𝑘
(2) 𝑃𝑘

+ 𝑃𝑘
− 𝑅𝑘

Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH
1 C −6.77 −6.26 -23.6 18.19 16.82 14.8 −2.99 −2.80 22.3 −0.25 −0.60 ±0.58
2 C 3.34 4.21 -23.6 14.27 16.03 14.8 23.04 24.98 22.3 ±0.32 ±0.55 ±0.58
3 C 3.34 4.21 -11.8 14.27 15.98 14.2 23.04 24.96 0.8 ±0.32 ±0.55 -0.57
4 C −6.77 −6.27 -11.8 18.18 16.87 14.2 −2.99 −2.81 0.8 −0.25 −0.61 -0.57
5 O −4.32 −4.22 -13.5 10.57 8.57 9.1 0.73 1.55 1.3 −0.16 −0.53 -0.50
6 O −4.32 −4.21 -13.5 10.57 8.55 9.1 0.73 1.56 1.3 −0.16 −0.53 -0.50
7 O 7.33 9.71 -21.3 2.40 2.34 3.5 20.34 22.84 21.3 0.24 ±0.42 ±0.46
9 O 7.33 9.71 -21.3 2.40 2.34 3.5 20.34 22.83 21.3 ±0.31 ±0.42 ±0.46
11 N −0.90 −2.01 -8.4 3.86 6.11 6.6 5.35 3.80 2.7 ±0.15 −0.31 -0.26
12 N −0.90 −2.01 -8.4 3.86 6.10 6.6 5.34 3.78 2.7 ±0.15 −0.31 -0.26
13 C −0.13 −0.45 -2.3 −0.13 −0.39 0.4 −0.01 −0.19 0.2 0 0 0
15 C 0.18 −0.25 -1.2 0.25 0.51 0.5 0.56 0.36 0.3 0 0 0
18 C −0.13 −0.45 -2.3 −0.13 −0.39 0.4 −0.01 −0.19 0.2 0 0 0
20 C 0.18 −0.24 -1.2 0.25 0.52 0.5 0.56 0.36 0.3 0 0 0
23 O 1.17 −0.17 -1.1 0.05 0.04 0.1 2.70 0.02 0.0 0 0 0
27 O 1.17 −0.17 -1.1 0.05 0.04 0.1 2.70 0.02 0.0 0 0 0

a) MEAD 7

b) MPAD 8

Fig. 4.10. Hărțile MEP (pe stânga) și indicele ambifilic 𝑹𝒌 (pe dreapta) ale MEAD 7 (a)

și MPAD 8 (b), în metanol
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Tabelul 4.15. Descriptorul dual 𝒇𝒌
(𝟐), funcțiile Parr electrofilice 𝑷𝒌

+ și nucleoflice 𝑷𝒌
−, și

indicele diferenței de reactivitate locală Rk pe atomii moleculei de fumaramidă MPAD 8,

calculate in vacuo, în apă și metanol. Valorile reale ale 𝒇(𝟐)(�⃑�), 𝑷𝒌
+ și 𝑷𝒌

− au fost înmulțite

cu 100 pentru o comparație mai ușoară

Atom
𝑓𝑘
(2) 𝑃𝑘

+ 𝑃𝑘
− 𝑅𝑘

Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH

1 C -17.6 -23.7 -23.4 13.6 14.9 14.6 19.0 22.3 22.2 ±0.30 ±0.58 ±0.58
2 C -17.6 -23.7 -23.4 13.6 14.9 14.6 19.0 22.3 22.2 ±0.30 ±0.58 ±0.58
3 O -17.3 -21.2 -21.1 3.4 3.5 3.5 17.8 21.2 21.2 0.23 ±0.46 ±0.46
5 O -17.3 -21.2 -21.1 3.4 3.5 3.5 17.8 21.2 21.2 0.23 ±0.46 ±0.46
7 C -9.1 -11.7 -11.7 14.7 14.0 14.2 0.5 0.7 0.7 -0.22 -0.57 -0.56
8 O -12.4 -13.1 -13.2 10.5 8.9 9.0 0.2 1.1 1.1 -0.15 -0.49 -0.48
9 N -8.3 -8.6 -8.7 5.2 6.8 6.9 3.9 3.1 3.2 ±0.14 -0.27 -0.27

10 C -2.4 -2.2 -2.2 0.4 0.4 0.4 0.4 0.3 0.3 0 0 0
11 C -1.2 -1.1 -1.1 0.4 0.5 0.5 0.5 0.4 0.4 0 0 0
15 C -1.9 -0.6 -0.6 0.2 0.1 0.1 0.7 0.1 0.1 0 0 0
18 O -4.7 -0.5 -0.5 0.1 0.0 0.0 4.9 0.0 0.0 0 0 0
22 C -9.1 -11.7 -11.7 14.7 14.0 14.2 0.5 0.7 0.7 -0.22 -0.57 -0.56
23 O -12.4 -13.1 -13.2 10.5 8.9 9.0 0.2 1.1 1.1 -0.15 -0.49 -0.48
24 N -8.3 -8.6 -8.7 5.2 6.8 6.9 3.9 3.1 3.1 ±0.14 -0.27 -0.27
25 C -2.4 -2.2 -2.2 0.4 0.4 0.4 0.4 0.2 0.3 0 0 0
26 C -1.2 -1.1 -1.1 0.4 0.5 0.5 0.5 0.4 0.4 0 0 0
29 C -1.9 -0.6 -0.6 0.2 0.1 0.1 0.7 0.1 0.1 0 0 0
32 O -4.7 -0.5 -0.5 0.1 0.0 0.0 4.9 0.0 0.0 0 0 0

Tabelul 4.15 prezintă descriptorul dual 𝑓𝑘
(2) , funcțiile Parr electrofilică 𝑃𝑘

+și nucleofilică

𝑃𝑘
− , precum și indicele diferenței de reactivitate locală Rk pe atomii fumaramidei MPAD 8,

calculate in vacuo, în apă și metanol. Situsurile reactive sunt plasate pe atomii din fragmentul

enediolic. Descriptorul dual 𝑓𝑘
(2) sugerează că situsurile C1, C2, O3 și O5 vor fi preferate pentru

atacurile electrofile, fapt confirmat în totalitate de către valorile funcției 𝑃𝑘
− nucleofile, atât

pentru faza gazoasă, cât și pentru apă și metanol. Funcția electrofilă 𝑃𝑘
+ arată că pentru atacurile

nucleofile vor fi preferate situsurile C1, C2, C7 și C22. Indicele diferenței de reactivitate locală

confirmă ambifilicitatea situsurilor C1, C2 (Rk = ±0.58) și O3, O5 (Rk= ±0.46).

Harta MEP a fumaramidei MPAD 8 (Figura 4.10b) confirmă că situsurile C2 și C3 sunt

foarte aproape de neutru, sugerând că aceste locuri ar putea fi, într-adevăr, atacate de electrofili

(neutri sau pozitivi) și nucleofili (neutri sau negativi), în timp ce O3 și O5 sunt moderat negative.

Tabelul 4.16 prezintă descriptorul dual 𝑓𝑘
(2) , funcțiile Parr electrofilică 𝑃𝑘

+și nucleofilică

𝑃𝑘
− , precum și indicele diferenței de reactivitate locală Rk pe atomii fumaramidei 9, calculate in

vacuo, în apă și metanol. Situsurile reactive sunt plasate pe atomii din fragmentul enediolic.

Descriptorul dual 𝑓𝑘
(2) sugerează că situsurile C1, C2, O3 și O4 vor fi preferate pentru atacurile
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electrofile, fapt confirmat în totalitate de către valorile funcției 𝑃𝑘
− nucleofile, atât pentru faza

gazoasă, cât și pentru apă și metanol.

Funcția electrofilă 𝑃𝑘
+ arată că pentru atacurile nucleofile vor fi preferate situsurile C2 și

C8, în toate mediile cercetate. Indicele diferenței de reactivitate locală confirmă ambifilicitatea

situsurilor C1 (Rk de ±0.30 în gaz, ±0.58 în apă, ±0.57 în metanol), C2 (Rk de ±0.31 în gaz,

±0.60 în apă, ±0.58 în metanol) și O3 (Rk de ±0.25 în gaz, ±0.42 în apă, ±0.41 în metanol), O4

(Rk de ±0.25 în gaz, ±0.41 în apă și metanol).

Harta MEP a fumaramidei 9 (Figura 4.11a) confirmă că situsurile C1, C2 și O3, O4 sunt

foarte aproape de neutru, sugerând că aceste locuri ar putea fi, într-adevăr, atacate de electrofili

(neutri sau pozitivi) și nucleofili (neutri sau negativi).

a) Fumaramida 9

b) Fumaramida 10

c) Fumaramida 11

Fig. 4.11. Hărțile MEP (pe stânga) și indicele ambifilic 𝑹𝒌 (pe dreapta) ale

fumaramidelor 9 (a), 10 (b) și 11 (c), în metanol
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Tabelul 4.16. Descriptorul dual 𝒇𝒌
(𝟐), funcțiile Parr electrofilice 𝑷𝒌

+ și nucleoflice 𝑷𝒌
−, și

indicele diferenței de reactivitate locală Rk pe atomii moleculei de fumaramidă 9, calculate

in vacuo, în apă și metanol. Valorile reale ale 𝒇(𝟐)(�⃑�), 𝑷𝒌
+ și 𝑷𝒌

− au fost înmulțite cu 100

pentru o comparație mai ușoară

Atom
𝑓𝑘
(2) 𝑃𝑘

+ 𝑃𝑘
− 𝑅𝑘

Vid Apă MetOH Vid Apă
MetO

H
Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH

1 C -16.2 -23.7 -23.6 13.4 14.3 14.3 17.1 23.0 23.0 ±0.30 ±0.58 ±0.57
2 C -16.9 -24.0 -23.9 15.1 16.2 16.1 16.9 22.3 22.4 ±0.31 ±0.60 ±0.58
3 O -13.9 -19.2 -19.1 3.5 3.8 3.8 13.9 19.4 19.4 ±0.25 ±0.42 ±0.41
4 O -13.9 -19.1 -19.0 2.9 3.1 3.1 13.9 19.8 19.7 ±0.25 ±0.41 ±0.41
5 C -8.3 -10.9 -10.9 13.7 12.9 12.9 0.2 0.4 0.4 -0.26 -0.55 -0.53
6 O -12.8 -12.8 -12.8 10.1 8.7 8.8 -2.4 -1.1 -1.2 -0.20 -0.50 -0.48
7 N -8.3 -8.1 -8.1 5.3 6.4 6.3 8.8 5.7 5.7 ±0.15 -0.24 -0.22
8 C -8.9 -11.7 -11.6 15.4 14.7 14.7 0.0 0.4 0.4 -0.28 -0.60 -0.58
9 O -11.3 -11.9 -12.0 9.9 8.8 8.8 -2.0 -1.2 -1.2 -0.22 -0.49 -0.47

10 N -8.3 -8.8 -8.8 6.2 7.2 7.2 8.0 6.2 6.3 ±0.16 -0.26 -0.25
11 C -1.4 -1.2 -1.2 0.4 0.4 0.4 2.7 0.4 0.4 0 0 0
12 C -0.7 -1.0 -1.0 0.3 0.3 0.3 0.8 0.3 0.3 0 0 0
17 C -1.6 -1.1 -1.1 0.3 0.3 0.3 0.8 0.4 0.4 0 0 0
21 C -0.6 -0.5 -0.5 0.1 0.1 0.1 0.0 0.0 0.0 0 0 0
22 C -1.7 -1.1 -1.1 0.3 0.3 0.3 0.9 0.4 0.4 0 0 0
26 C -2.1 -1.2 -1.3 0.4 0.4 0.4 1.5 0.6 0.6 0 0 0
30 C -1.5 -0.8 -0.8 0.1 0.1 0.1 0.2 0.0 0.0 0 0 0
31 C -2.5 -0.9 -0.9 0.2 0.3 0.3 2.2 0.4 0.4 0 0 0
35 O -3.5 -1.0 -1.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0 0 0
39 O -10.0 -1.9 -1.9 0.0 0.0 0.0 12.1 0.3 0.3 0.19 0 0

Tabelul 4.17 prezintă descriptorul dual 𝑓𝑘
(2) , funcțiile Parr electrofilică 𝑃𝑘

+și nucleofilică

𝑃𝑘
−, precum și indicele diferenței de reactivitate locală Rk pe atomii fumaramidei 10, calculate in

vacuo, în apă și metanol. În general, rezultatele arată aceleași situsuri reactive ca și pentru

celelalte fumaramidele MEAD 7, MPAD 8 și fumaramida 9. Descriptorul dual 𝑓𝑘
(2) sugerează că

situsurile C1, C2, O3 și O4 vor fi preferate pentru atacurile electrofile, fapt confirmat în totalitate

de către valorile funcției 𝑃𝑘
− nucleofile, atât pentru faza gazoasă, cât și pentru apă. Funcția

electrofilă 𝑃𝑘
+ arată că pentru atacurile nucleofile vor fi preferate situsurile C2, C5 și C8, pentru

toate mediile cercetate. Indicele diferenței de reactivitate locală confirmă ambifilicitatea

situsurilor C1, C2 (Rk = ±0.27) și O3 (Rk = ±0.24) în gaz, și C1, C2 (Rk = ±0.52) și O3 (Rk =

±0.42), O4 (Rk = ±0.41) în apă, și C1, C2 (Rk = ±0.48) și O3 (Rk = ±0.39), O4 (Rk = ±0.37) în

metanol.

Harta MEP a fumaramidei 10 (Figura 4.11b) confirmă că situsurile C1 și C2 sunt ușor

pozitive, în timp ce O3 și O4 sunt ușor negative.
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Tabelul 4.17. Descriptorul dual 𝒇𝒌
(𝟐), funcțiile Parr electrofilice 𝑷𝒌

+ și nucleoflice 𝑷𝒌
−, și

indicele diferenței de reactivitate locală Rk pe atomii moleculei de fumaramidă 10, calculate

in vacuo, în apă și metanol. Valorile reale ale 𝒇(𝟐)(�⃑�), 𝑷𝒌
+ și 𝑷𝒌

− au fost înmulțite cu 100

pentru o comparație mai ușoară

Atom
𝑓𝑘
(2) 𝑃𝑘

+ 𝑃𝑘
− 𝑅𝑘

Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH

1 C -15.9 -22.6 -23.0 12.7 12.0 12.8 16.8 23.3 24.0 ±0.27 ±0.52 ±0.48
2 C -15.8 -22.4 -22.7 13.8 14.4 14.5 16.5 22.2 21.8 ±0.27 ±0.52 ±0.48
3 O -14.7 -20.5 -20.4 2.7 3.3 3.3 15.6 20.6 20.1 ±0.24 ±0.42 ±0.39
4 O -14.7 -20.4 -19.6 2.4 2.6 2.6 16.1 21.0 19.7 0.17 ±0.41 ±0.37
5 C -8.4 -10.3 -10.5 15.3 14.6 14.2 0.9 0.8 0.9 -0.28 -0.54 -0.44
6 O -13.7 -14.0 -14.1 11.1 9.4 9.4 3.2 3.0 2.7 -0.19 -0.48 -0.37
7 N -6.2 -5.9 -5.9 4.1 5.2 5.2 3.7 1.0 1.6 ±0.11 -0.24 -0.18
8 C -8.5 -11.5 -11.3 14.1 15.4 14.7 0.9 0.9 1.1 -0.27 -0.59 -0.46
9 O -12.9 -14.4 -14.7 11.3 10.2 10.0 0.7 2.0 2.9 -0.21 -0.52 -0.39

10 N -6.3 -6.5 -6.2 4.0 5.6 5.5 5.0 2.0 1.7 ±0.11 -0.24 -0.18
11 C -1.1 -1.0 -1.0 0.9 0.9 0.9 1.5 0.2 0.1 0 0 0
12 C -1.0 -1.1 -1.1 1.1 1.0 0.9 0.8 0.1 0.2 0 0 0
17 C -1.1 -0.6 -0.6 0.2 0.1 0.1 0.0 0.0 0.0 0 0 0
18 C -1.3 -0.8 -0.9 0.2 0.1 0.2 0.5 0.0 0.1 0 0 0
19 C -1.6 -1.0 -1.0 0.4 0.4 0.4 0.7 0.1 0.2 0 0 0
20 C -1.7 -1.0 -0.9 0.3 0.4 0.4 1.0 0.2 0.2 0 0 0
21 C -0.9 -0.6 -0.6 0.2 0.1 0.1 0.1 0.0 0.0 0 0 0
22 C -2.0 -0.8 -0.8 0.2 0.2 0.2 1.2 0.1 0.1 0 0 0
23 O -3.7 -1.0 -1.1 0.0 0.0 0.0 1.2 0.0 0.1 0 0 0
27 O -7.9 -1.9 -1.7 0.0 0.0 0.0 8.4 0.2 0.2 0 0 0
31 O -1.2 -1.5 -1.2 0.3 0.3 0.3 0.6 0.0 0.0 0 0 0
35 O -3.3 -1.6 -1.4 0.1 0.1 0.1 0.3 0.0 0.0 0 0 0
39 O -3.4 -1.0 -1.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0 0 0 0
43 O -0.4 -1.1 -0.8 0.3 0.2 0.2 0.7 0.0 0.0 0 0 0

Tabelul 4.18 prezintă descriptorul dual 𝑓𝑘
(2) , funcțiile Parr electrofilică 𝑃𝑘

+și nucleofilică

𝑃𝑘
−, precum și indicele diferenței de reactivitate locală Rk pe atomii fumaramidei 11, calculate in

vacuo, în apă și metanol. În general, rezultatele arată aceleași situsuri reactive ca și pentru

celelalte fumaramide menționate anterior, având situsurile reactive plasate pe atomii din

fragmentul enediolic, cu reactivitatea mărită pe atomii de carbon uniți prin legătura dublă.

Descriptorul dual 𝑓𝑘
(2) sugerează că situsurile C1, C2, O3 și O4 vor fi preferate pentru atacurile

electrofile, fapt confirmat în totalitate de către valorile funcției 𝑃𝑘
− nucleofile, atât pentru faza

gazoasă, cât și pentru apă și metanol. Funcția electrofilă 𝑃𝑘
+ arată că pentru atacurile nucleofile

vor fi preferate situsurile C1, C2, C5 și C8, atât pentru faza gazoasă, cât și pentru apă și metanol.

Indicele diferenței de reactivitate locală confirmă ambifilicitatea situsurilor C1, C2 (Rk = ±0.31)

în gaz, și C1, C2 (Rk = ±0.44 în apă, Rk= ±0.57 în metanol) și O3 și O4 (Rk= ±0.34 în apă, Rk =

±0.41 în metanol) în solvenți. Harta MEP a fumaramidei 11 (Figura 4.11c) confirmă că situsurile

C1,C2, O3 și O4 sunt foarte apropiate de neutru.
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Tabelul 4.18. Descriptorul dual 𝒇𝒌
(𝟐), funcțiile Parr electrofilice 𝑷𝒌

+ și nucleoflice 𝑷𝒌
−, și

indicele diferenței de reactivitate locală Rk pe atomii moleculei de fumaramidă 11, calculate

in vacuo, în apă și metanol. Valorile reale ale 𝒇(𝟐)(�⃑�), 𝑷𝒌
+ și 𝑷𝒌

− au fost înmulțite cu 100

pentru o comparație mai ușoară

Atom
𝑓𝑘
(2) 𝑃𝑘

+ 𝑃𝑘
− 𝑅𝑘

Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH Vid Apă MetOH

1 C -18.3 -18.3 -23.9 14.4 14.4 15.3 20.2 20.2 22.9 ±0.31 ±0.44 ±0.57

2 C -18.3 -18.3 -23.9 14.4 14.4 15.3 20.2 20.2 22.9 ±0.31 ±0.44 ±0.57
3 O -15.5 -15.5 -19.2 3.2 3.2 3.5 16.4 16.4 19.5 0.19 ±0.34 ±0.41
4 O -15.5 -15.5 -19.2 3.2 3.2 3.5 16.4 16.4 19.5 0.19 ±0.34 ±0.41
5 C -8.7 -8.7 -11.2 14.4 14.4 13.6 0.2 0.2 0.4 -0.23 -0.49 -0.52
6 O -13.5 -13.5 -13.0 10.3 10.3 9.0 -3.1 -3.1 -1.2 ±0.23 -0.45 -0.46
7 N -9.3 -9.3 -8.5 5.5 5.5 6.7 11.3 11.3 6.0 ±0.16 ±0.23 -0.21
8 C -8.7 -8.7 -11.2 14.4 14.4 13.6 0.2 0.2 0.4 -0.23 -0.49 -0.52
9 O -13.5 -13.5 -13.0 10.3 10.3 9.0 -3.1 -3.1 -1.2 ±0.23 -0.45 -0.46

10 N -9.3 -9.3 -8.5 5.5 5.5 6.7 11.3 11.3 6.0 ±0.16 ±0.23 -0.21
11 C -0.8 -0.8 -1.1 0.3 0.3 0.3 1.0 1.0 0.4 0 0 0
12 C -0.8 -0.8 -1.1 0.3 0.3 0.3 1.0 1.0 0.4 0 0 0
17 C -1.9 -1.9 -1.2 0.4 0.4 0.4 1.1 1.1 0.5 0 0 0
18 C -1.2 -1.2 -0.7 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.0 0 0 0
19 C -1.9 -1.9 -1.1 0.4 0.4 0.3 1.1 1.1 0.4 0 0 0
20 C -1.9 -1.9 -1.1 0.4 0.4 0.3 1.1 1.1 0.4 0 0 0
21 C -1.2 -1.2 -0.7 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.0 0 0 0
22 C -1.9 -1.9 -1.2 0.4 0.4 0.4 1.1 1.1 0.5 0 0 0

4.6. Compușii cercetați prin prisma teoriei orbitalilor moleculari de frontieră

Un puternic model practic pentru descrierea reactivității chimice este teoria orbitalilor

moleculari de frontieră (frontier molecular orbital theory - FMO), propusă de Kenichi Fukui în

anii 1950. Aspectul central al teoriei electronilor de frontieră este importanța cu care tratează cei

mai înalți orbitali moleculari ocupați (HOMO) și orbitalii neocupați situați cel mai jos (LUMO).

Este bine cunoscut faptul că energia electronilor determină comportamentul moleculei, și

anume nivelurile energetice populate contribuie la energia și comportamentul moleculei.

Celelalte niveluri energetice sunt doar posibilități.

Orbitalii neocupați sunt luați în considerație doar în cazuri speciale, de exemplu atunci

când se analizează adăugarea de electroni suplimentari structurii. Acest lucru se poate întâmpla

în timpul unei reacții de reducere, de exemplu. În acest caz, următorul nivel energetic (LUMO)

poate fi un loc rezonabil pentru amplasarea acestui electron. Astfel, un electron suplimentar

adăugat moleculei ar putea avea energia și ar putea fi situat în zona spațiului descrisă de acest

orbital.

Desigur, această descriere poate fi o aproximare, căci odată cu adăugarea unui alt

electron, forțele de respingere și de atracție sunt modificate în interiorul moleculei, astfel încât
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energiile tuturor electronilor trebuie să se ajusteze. Cu toate acestea, LUMO este o bună primă

presupunere despre unde ar ajunge un electron suplimentar și care ar fi energia acestuia.

Pentru cazul când analizăm posibilitatea moleculei de a dona un electron (sau o pereche

de electroni) într-o reacție, în mod frecvent electronii provin din orbitalul molecular cel mai înalt

ocupat (HOMO). Acești electroni sunt adesea cei mai reactivi, atât datorită energiei lor ridicate,

cât și a locației lor accesibile, situându-se de regulă mai departe de nucleu sau pe marginea

moleculei.

Orbitalii HOMO și LUMO sunt numiți împreună orbitali de frontieră, deoarece se află la

marginea orbitalilor reali, ocupați, și a celor imaginari, neocupați. Orbitalii de frontieră sunt

adesea cercetați atunci când se încearcă înțelegerea reacțiilor, și vor fi analizați în continuare,

luând în considerație informația prezentată în subcapitolele anterioare.

Figura 4.12 prezintă unii orbitalii de frontieră și energetica acestora, pentru acidul DFH4

1, anionul acidului 1 cu hidrogenul din poziția anti- disociat și anionul acidului 1 cu hidrogenul

din poziția syn- disociat.

Fig. 4.12. Energia orbitalilor și unii orbitali moleculari de frontieră ai

izomerului E2 (stânga) al acidului DFH4, anionul cu hidrogenul din poziția anti-

disociat (centru) și anionul cu hidrogenul din poziția syn- disociat (dreapta)
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Pentru reprezentare grafică au fost aleși orbitalii moleculari HOMO și LUMO, precum și

orbitalii care caracterizează ambifilicitatea situsurilor atomice O8 și O10 (𝑅𝑘 de ±0.51 și 0.48,

respectiv, în apă), redate de indicele diferenței de reactivitate locală 𝑅𝑘 calculat în subcapitolul

anterior pentru izomerul E2 al acidului DFH4. Observăm astfel că pentru molecula nedisociată de

DFH4 1, situsurile atomice ambifile O8 și O10, se află pe nivelele energetice HOMO -3 și

HOMO -4, și pe nivele LUMO +3 și LUMO +4. Pentru comparație au fost efectuate calcule ale

speciilor anionice ale acidului DFH4, un anion având hidrogenul din poziția anti- disociat și al

doilea anion având hidrogenul din poziția syn- disociat. Rezultatele demonstrează că pentru

formele anionice ale DFH4, situsurile atomice ambifile O8 și O10 se află pe nivelele HOMO și

LUMO (Figura 4.12), iar energia orbitalilor (Tabelul 4.19) sugerează că cea mai activă specie în

transferul de electroni va fi anionul având hidrogenul din poziția anti- disociat, cu energia

orbitalilor HOMO de -2.16 eV, față de -6.50 eV pentru acidul nedisociat și -9.12 eV pentru

celălalt anion.

Fig. 4.13. Energia orbitalilor și unii orbitali moleculari de frontieră ai

izomerului E3 (stânga) al acidului DFH4 și anionul respectiv

Pentru calculele efectuate în metanol s-a utilizat geometria izomerului E3 al DFH4, care

este cel mai abundent izomer în acest solvent. În cazul izomerului 3 și a anionului acestuia,

orbitalii moleculari responsabili pentru ambifilicitatea situsurilor atomice O8 și O10 se află pe

nivele HOMO și LUMO (Figura 4.13). Se observă că anionul izomerului E3 are energetica

orbitalilor HOMO mai joasă decât izomerul protonat, -5.67 eV față de -6.32 eV, respectiv,

sugerând că anionul poate dona mai ușor electroni (Tabelul 4.19).
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Figura 4.14a prezintă orbitalii moleculari de frontieră HOMO și LUMO, precum și unii

orbitali responsabili pentru nucleofilicitatea și electrofilicitatea situsurilor O8 și O10, pentru

esterul EDM 2. Situsurile atomice ambifile O8 și O10 se află pe nivelele energetice HOMO -3 și

HOMO -4, în limitele -8.76 eV și -8.79 eV pentru apă și metanol, și pe nivelele LUMO +5 și

LUMO +6, în limitele -2.63 eV și -2.92 eV pentru apă și metanol (Tabelul 4.20).

Figura 4.14b prezintă orbitalii moleculari de frontieră HOMO și LUMO, precum și unii

orbitali responsabili pentru nucleofilicitatea și electrofilicitatea situsului O8 pentru anilida 5.

Pentru molecula anilidei 5, situsul atomic ambifilic O8 se află pe nivelele energetice HOMO -7

și LUMO +8. Rezultatele demonstrează că energetica orbitalilor anilidei 5 este practic identică în

solvenții studiați, de -9.50 eV și -9.49 eV pentru HOMO -7 în apă și metanol, respectiv, și de

2.61 eV și 2.60 eV pentru LUMO +8, în apă și metanol, respectiv.

Tabelul 4.19. Orbitalii moleculari HOMO și LUMO, precum și unii orbitali responsabili

pentru nucleofilicitatea și electrofilicitatea situsurilor O8 și O10 pentru izomerii E2 și E3 ai

acidului DFH4, precum și formele lor disociate

Orbitalul
molecular

Energia orbitalilor, eV

Izomerul E2 al acidului DFH4 Izomerul E3 al acidului DFH4

Acidul DFH4

anionul cu H din
poziția anti-

disociat

anionul cu H din
poziția syn-

disociat
Acidul DFH4

anionul cu H din
poziția syn-

disociat

Apă Apă Apă Metanol Metanol

LUMO +4 2.38
LUMO +3 1.60

LUMO -2.33 1.83 2.11 -2.20 -1.38
HOMO -6.50 -2.16 -9.12 -6.32 -5.67

HOMO -3 -9.32
HOMO -4 -9.39

Figura 4.14c prezintă orbitalii de frontieră HOMO și LUMO pentru fumaramida 6.

Calculele demonstrează că orbitalii responsabili pentru nucleofilicitatea și electrofilicitatea

situsurilor O8 și O10 se află pe nivele HOMO și LUMO, având energii aproape identice în

solvenții studiați, de -5.97 eV și -5.95 eV pentru HOMO în apă și metanol, respectiv, și de -2.05

eV și -2.04 eV pentru LUMO, în apă și metanol, respectiv.

Pentru derivatul MEAD 7 (Figura 4.14d), situsurile atomice ambifile O8 și O10, se află

pe nivelele energetice HOMO -7 și HOMO -8, în limitele -9.39 eV − -9.42 eV pentru apă și

metanol, și pe nivelele LUMO +5 și LUMO +6, în limitele 1.78 eV − 2.22 eV pentru apă și

metanol (Tabelul 4.20).
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Fig. 4.14. Energia orbitalilor și unii orbitali moleculari de frontieră pentru (a) esterul

EMD 2, (b) anilida 5, (c) fumaramida 6 și (d) MEAD 7
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a b

c d

e f

Fig. 4.15. Energia orbitalilor și unii orbitali moleculari de frontieră pentru (a) MBD 12,

(b) BBD 13, (c) MPAD 8, (d) fumaramida 9, (e) fumaramida 10, (f) fumaramida 11
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Figura 4.15a prezintă orbitalii de frontieră HOMO și LUMO pentru acidul MBD 12.

Conform rezultatelor, orbitalii responsabili pentru nucleofilicitatea și electrofilicitatea situsurilor

O8 și O10 se află pe nivele HOMO și LUMO, având energii aproape identice în solvenții

studiați, de -5.85 eV și -5.83 eV pentru HOMO în apă și metanol, respectiv, și de -2.00 eV și -

1.97 eV pentru LUMO, în apă și metanol, respectiv (Tabelul 4.20).

Figura 4.15b prezintă orbitalii de frontieră HOMO și LUMO pentru derivatul BBD 13.

Calculele arată că orbitalii responsabili pentru nucleofilicitatea și electrofilicitatea situsurilor O8

și O10 se află pe nivele HOMO și LUMO, având energii aproape identice în solvenții studiați,

de -5.97 eV și -5.41 eV pentru HOMO în apă și metanol, respectiv, și de -2.05 eV și -1.81 eV

pentru LUMO, în apă și metanol, respectiv (Tabelul 4.20).

Tabelul 4.20. Orbitalii moleculari de frontieră HOMO și LUMO, precum și unii orbitali

responsabili pentru nucleofilicitatea și electrofilicitatea situsurilor O8 și O10 pentru

derivații cercetați, în apă și metanol

Compusul Solvent
Energetica orbitalilor, eV

HOMO -8 HOMO -7 HOMO -4 HOMO-3 HOMO LUMO LUMO+5 LUMO+6 LUMO +8

EDM 2
Apă -8.79 -8.77 -6.28 -2.15 2.63 2.92

Metanol -8.79 -8.76 -6.25 -2.12 2.63 2.92

Anilida 5
Apă -9.50 -6.09 -2.1 2.61

Metanol -9.49 -6.07 -2.07 2.60

Fumaramida 6
Apă -5.97 -2.05

Metanol -5.95 -2.04

MEAD 7
Apă -9.42 -9.40 -6.04 -1.68 1.79 2.20

Metanol -9.40 -9.39 -6.01 -1.65 1.78 2.22

MPAD 8
Apă -6.01 -1.63

Metanol -5.97 -1.65

Fumaramida 9
Apă -6.13 -1.67

Metanol -6.10 -1.65

Fumaramida 10
Apă -6.17 -1.60

Metanol -6.14 -1.25

Fumaramida 11
Apă -6.03 -1.52

Metanol -6.00 -1.54

Acidul MBD
12

Apă -5.85 -2.00

Metanol -5.83 -1.97

BBD 13
Apă -5.97 -2.05

Metanol -5.41 -1.81
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Pentru fumaramida MPAD 8 (Figura 4.15c), fumaramida 9 (Figura 4.15d), fumaramida

10 (Figura 4.15e) și fumaramida 11 (Figura 4.15f), orbitalii responsabili pentru nucleofilicitatea

și electrofilicitatea situsurilor O8 și O10 se află, de asemenea, pe nivele HOMO și LUMO, având

energii foarte apropiate în solvenții studiați (Tabelul 4.20).

Figura 4.16 prezintă geometria optimizată a DPPH• (a), orbitalii moleculari β-LUMO +3

responsabili pentru acceptul electronului de la antioxidant, cu energia de -3,65 eV (b) și harta

potențialului molecular electrostatic (c). Radicalul DPPH• este un radical stabil din cauză că

electronul liber este delocalizat deasupra moleculei, și astfel este evitată formarea dimerului. Din

Figura 40c se observă că situsul N9, deși se află într-o regiune neutră, nu este ușor accesibil,

fiind ecranat de inelele fenilice și inelul picril, astfel că derivații cu structuri geometrice

voluminoase vor întâmpina greutăți în procesul de apropiere pentru a reacționa.

a b

c

Fig. 4.16. Geometria optimizată a DPPH• (a), orbitalii moleculari β-LUMO +3 responsabili

pentru acceptul electronului de la antioxidant (b) și harta potențialului molecular

electrostatic (c)
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4.7. Determinarea mecanismului activității antioxidante a acidului dihidroxifumaric

Cele trei mecanisme de acțiune antioxidantă prin care antioxidanții își pot manifesta rolul

protector au fost catalogate anterior în felul următor: mecanismul de transfer al atomului de

hidrogen (HAT), mecanismul de transfer al unui electron, urmat de transferul de protoni (SET-

PT) și mecanismul de transfer inițial al protonului, urmat de transferul electronului (SPLET)

[128-131].

În mecanismul HAT, radicalul liber (R•) răpește un atom de hidrogen din antioxidant

(AH), dând naștere formei radicalice de antioxidant. În acest caz, reactivitatea antioxidantului

poate fi prezisă prin calcularea entalpiei de disociere a legăturii O–H (BDE). Mecanismul SET-

PT are loc în două etape, în care extracția electronilor din compusul antioxidant este urmată de

transferul de protoni. Parametrul numeric legat de acest mecanism este potențialul de ionizare

(IP) pentru prima etapă și entalpia de disociere a protonului (PDE) din radicalul cationic (AH+•)

pentru a doua etapă. Moleculele cu valori scăzute ale IP și PDE vor avea activitate ridicată [128-

131].

Mecanismul SPLET constă, de asemenea, din două etape. În prima etapă are loc

disocierea antioxidantului cu formarea formei anionice și a protonului liber, iar apoi ionii creați

în prima reacție reacționează cu radicalul liber. Entalpia de reacție a primului pas din acest

mecanism corespunde afinității protonilor (PA) a anionului de antioxidant. Entalpia de reacție a

celei de-a doua etape, ruperea electronului, corespunde entalpiei de transfer al electronului (ETE).

În cercetarea de față au fost calculate valorile BDE, IP, PDE, PA și ETE într-un efort de a

elucida cel mai probabil mecanism prin care DFH4 își manifestă activitatea antioxidantă față de

radicalul DPPH•. Cu acest scop, au fost utilizate valorile entalpiilor calculate la 298.15 K la

nivelul de teorie B3LYP/6–311+G(d,p), conform ecuațiilor de mai jos [128,129]:

BDE = H(DFH3
•) + H(H•) − H(DFH4) (4.22)

IP = H(DFH4
+•) + H(e−) − H(DFH4) (4.23)

PDE = H(DFH3
•) + H(H+) − H(DFH4

+•) (4.24)

PA = H(DFH3
−) + H(H+) − H(DFH4) (4.25)

ETE = H(DFH3
•) + H(e−) − H(DFH3

−) (4.26)

Entalpiile speciilor moleculare H(X) la temperatura T sunt calculate utilizând expresia:

H(X) = E0 + ZPE + ∆Htrans + ∆Hrot +∆Hvib + RT (4.27)

unde E0 este energia electronică totală, ZPE - este energia în punctul zero, ∆Htrans, ∆Hrot, ∆Hvib

sunt contribuțiile de translație, rotație și vibrație la entalpie, respectiv. Termenul RT este adăugat

pentru a converti energia în entalpie [131].



125

Pentru a calcula indicii de mai sus, sunt necesare entalpiile atomului de hidrogen,

protonului și electronului în faza gazoasă și apă. Entalpia în fază gazoasă a atomului de hidrogen

H(H•), a protonului H(H+) și a electronului H(e−) au fost calculate anterior și constituie: 1306.58,

6.197 și 3.145 kJ mol-1, respectiv [128,131]. Entalpiile acestor specii în apă constituie: -1310.0, -

101.86 și -1083.8 kJ mol-1, respectiv [128,131].

Pe lângă aceasta, trebuie ținut cont și de abundența izomerilor diferită în gaz și în apă.

Astfel, calculele in vacuo au fost efectuate pentru izomerul E1 (abundența relativă de 87%), iar

calculele în solvent (apă) au fost efectuate pentru toți trei cei mai abundenți izomeri, E1, E2 și E3.

Un alt moment important constă în faptul că reieșind din structura geometrică a izomerului E2,

cei doi atomi de hidrogen din grupările hidroxilice ale fragmentului enediolic nu sunt echivalenți.

Reieșind din cele expuse mai sus speciile moleculare supuse cercetării în cazul utilizării

solventului (apă) sunt prezentate în Figura 4.17.

1. izomerul E1 2. izomerul E2 3. izomerul E3

4. izomerul E1 cu
hidrogenul hidroxilic

cedat

5. izomerul E2 cu
hidrogenul hidroxilic

H1 cedat

6. izomerul E2 cu
hidrogenul hidroxilic

H2 cedat

7. izomerul E3 cu
hidrogenul hidroxilic

cedat

Figura 4.17. Speciile moleculare cu caracter antioxidant cercetate în solvent (apă).

Valorile obținute ale BDE, IP, PDE, PA, și ETE (kJ mol-1) pentru izomerii DFH4

(prezentate în Figura 4.17) in vacuo și în apă sunt redate în Tabelul 4.21, unde cea mai mică

valoare indică asupra preferinței mecanistice prin care are loc manifestarea activității

antioxidante.

Analiza datelor obținute relevă faptul că in vacuo mecanismul transferului direct de

hidrogen (HAT) este cel mai probabil, valoarea BDE a izomerului E1 (347.13 kJ mol-1) fiind

mult mai mică decât valorile obținute pentru primele etape ale mecanismelor SET-PT (IP =

864.81 kJ mol-1) și SPLET (PA = 1357.21 kJ mol-1). În solvent, situația este diferită. Mecanismul

HAT, deși este caracterizat de valori mai mici ale energiei necesare decât in vacuo, este totuși

puțin probabil, deoarece valorile PA în soluție sunt de 80 - 100 kJ mol-1, în timp ce valorile
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pentru IP sunt în jur de 500 kJ mol-1. Astfel, cel mai probabil mecanism prin care se manifestă

activitatea antioxidantă în apă (utilizând modelul SMD al solventului) este mecanismul SPLET,

iar cea mai activă specie este izomerul E1 (PA = 81.41 kJ mol-1), urmat îndeaproape de izomerul

E2 (PA = 84.75 kJ mol-1). Trebuie menționat aici că datorită faptului că izomerul E2 are două

grupări carboxilice orientate diferit (una syn- și una anti-), hidrogenii grupărilor hidroxilice nu

sunt echivalenți. Astfel, în urma interacțiunii cu radicalul DPPH• izomerul E2 poate ceda unul

din cei doi hidrogeni de la grupările hidroxil, iar calculele arată că anume structura prezentată în

Figura 4.17(5) va fi cea mai probabilă, cu PA = 84.75 kJ mol-1, față de structura din Figura

4.17(6), cu PA = 96.39 kJ mol-1. Astfel, cel mai ușor este cedat radicalului anume hidrogenul din

gruparea OH legată de carbonul adiacent grupării carboxilice cu orientare syn-.

Tabelul 4.21. Valorile calculate ale BDE, IP, PDE, PA, și ETE (kJ‧mol-1) pentru izomerii

DFH4 și speciile anionice respective in vacuo și în apă.

Mediul Specia

Mecanismul

HAT SET-PT SPLET

BDE IP PDE PA ETE

In vacuo Izomerul E1 347.13 864.81 792.04 1357.21 305.84

În solvent
(apă)

Izomerul E1 329.11 499.99 -46.53 81.41 372.00

Izomerul E2a 327.58 495.91 -43.99 84.75 367.13

Izomerul E2b 332.36 495.91 -39.21 96.39 360.27

Izomerul E3 330.36 485.47 -30.77 100.66 354.00

Notă: notația E2a este utilizată pentru a însemna faptul că la interacțiunea cu radicalul, izomerul E2
cedează hidrogenul din gruparea OH legată de carbonul adiacent grupării carboxilice cu orientare syn-, iar
notația E2b este utilizată pentru a însemna faptul că la interacțiunea cu radicalul, izomerul E2 cedează
hidrogenul din gruparea OH legată de carbonul adiacent grupării carboxilice cu orientare anti-.

Ținând cont de cele expuse mai sus, putem prezenta schematic mecanismul primei etape

a interacțiunii acidului DFH4 cu radicalul DPPH• conform reacțiilor de mai jos:

In vacuo, conform mecanismului HAT:

DFH4 + DPPH• → DFH3
• + DPPH−H (4.28)

unde DFH4 este prezent sub forma izomerului E1, prezentat în Figura 4.17(1).

În solvent (apă) transferul hidrogenului are loc în două etape (SPLET) și anume:

DFH4 → DFH3
– + H+ (4.29)

DFH3
– + DPPH• + H+ → DFH3

• + DPPH−H (4.30)

unde DFH3
– va avea cel mai probabil structura prezentată în Figura 4.17(5).
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4.8. Estimarea proprietăților farmaco-cinetice și de toxicitate a derivaților cercetați

Pentru a fi eficientă ca medicament, o moleculă activă trebuie să-și atingă ținta în

organism într-o concentrație suficientă și să rămână în locul stabilit într-o formă bioactivă

suficient de mult timp pentru a avea loc evenimentele biologice preconizate. Dezvoltarea

formelor medicamentoase implică evaluarea absorbției, distribuției, metabolismului, excreției și

toxicității (ADMET) cât mai devreme în procesul de cercetare [132]. În contextul când compușii

considerați sunt numeroși, modelele computerizate permit evaluarea proprietăților farmaco-

cinetice fără a recurge la studii experimentale costisitoare și de durată, permițând determinarea

probabilității ca derivații cercetați să devină potențiali candidați pentru dezvoltarea

medicamentelor. Majoritatea companiilor farmaceutice au început a folosi această abordare

computațională pentru screening-ul medicamentelor încă din anii 1990, deoarece marea

majoritate a medicamentelor evaluate în studiile clinice nu ajungeau pe piață fie din cauza lipsei

de eficacitate, fie din cauza efectelor secundare inacceptabile [133]. În cadrul tezei de față a fost

efectuată, de asemenea, o predicție asistată de computer a proprietăților farmaco-cinetice și a

profilului de toxicitate a derivaților studiați, utilizând softurile SwissADME [132] și pkCSM

[133]. SwissADME oferă acces la cinci filtre bazate pe reguli acceptate. Aceste filtre provin

adesea din analizele efectuate de marile companii farmaceutice care urmăresc să îmbunătățească

calitatea colecțiilor chimice deținute. Filtrul Lipinski (Pfizer) a fost implementat conform [130],

iar metodele Ghose (Amgen), Veber (GSK), Egan (Pharmacia) și Muegge (Bayer) au fost

adaptate, respectiv, din [135-138].

Rezultatele analizei computaționale pot fi utile în viitor pentru a avansa în dezvoltarea

unor posibile medicamente semisintetice și/sau sintetice pentru uz divers.

Tabelul 4.22 prezintă rezultatele obținute pentru acidul DFH4 și derivații acestuia. S-a

constatat că majoritatea structurilor cercetate îndeplinesc regula de cinci a lui Lipinski, și satisfac

filtrele Ghose, Veber și Egan, majoritatea atingând un scor bun de biodisponibilitate. Un alt

atribut important este solubilitatea în apă a compusului, importantă pentru absorbanța și

distribuția acestuia în organism. Conform rezultatelor, se poate observa că majoritatea

compușilor sunt foarte solubili în apă.

A fost evaluată penetrabilitatea pielii, adică viteza unei molecule de a pătrunde în stratum

corneum, pentru a determina potențialul de a crea o formă de administrare transdermică a

medicamentului. Se consideră că o moleculă va pătrunde în piele la valoarea log Kp mai mare de

-2,5 cm/h [132]. S-a descoperit că toți derivații cercetați au o penetrabilitate a pielii moderată

spre bună. Caco-2 este celula de adenocarcinom colorectal epitelial uman și permeabilitatea

acesteia se utilizează pentru a calcula aportul de medicamente orale.
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Tabelul 4.22. Proprietățile de absorbție, distribuție, metabolism, excreție și toxicitate

(ADMET) pentru compușii cercetați: (1) acidul DFH4 1; (2) esterul EDM 2; (5) anilida 5;

(6) fumaramida 6; (7) MEAD 7; (8) MPAD 8; (9) fumaramida 9; (10) fumaramida 10;

(11) fumaramida 11; (12) MBD 12; (13) BBD 13

Compusul cercetat 1 2 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Similitudinea cu medicamente

Lipinski Da Da Da Da Da Da Da Nu Da Da Da

Indicele de
biodisponibilitate

0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.56 0.11 0.56 0.56 0.55

Absorbția
Solubilitatea în apă

(log mol/L)
-1.541 -0.408 -2.198 -3.352 -1.082 -0.997 -1.5 -1.042 -2.122 -2.892 -2.892

Permeabilitatea
Caco2 (log Papp in

10-6 cm/s)
-0.601 -0.23 0.153 0.033 0.221 0.168 0.284 -0.102 -0.292 0.137 0.474

Absorbția intestinală
(om)

0 47.231 57.093 74.879 29.869 39.827 34.788 0 52.619 33.09 80.743

Permeabilitatea pielii
(log Kp)

-2.735 -3.084 -2.86 -2.776 -3.139 -2.98 -3.185 -2.735 -2.782 -2.735 -2.735

Substrat pentru P-
glicoproteină

Nu Nu Nu Da Nu Da Nu Da Da Da Da

Inhibitor al P-
glicoproteinei I

Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu

Inhibitor al P-
glicoproteinei II

Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu

Distribuția

VDss (om) (log L/kg) -0.563 -0.113 -0.41 -0.231 -0.64 -0.694 -0.448 -0.387 -0.714 0.002 0.029

Permeabilitatea BBB
(log BB)

-1.14 -0.21 -0.6 -0.713 -0.952 -1.202 -1.052 -1.865 -0.701 -1.237 -1.878

Permeabilitatea CNS
(log PS)

-3.525 -3.059 -2.744 -2.42 -4.204 -4.15 -4.105 -6.697 -2.646 -4.542 -2.433

Metabolism
Substrat pentru

CYP2D6
Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu

Substrat pentru
CYP3A4

Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu

Inhibitor al CYP1A2 Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Da

Inhibitor al
CYP2C19

Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu

Inhibitor al CYP2C9 Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Da

Inhibitor al CYP2D6 Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu

Inhibitor al CYP3A4 Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu

Excreția
Lichidare totală (log

ml/min/kg)
0.842 0.942 0.189 0.002 0.966 1.025 0.892 1.066 1.186 0.639 1.261

Substrat pentru
OCT2 renal

Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Da

Toxicitatea

Toxicitate AMES Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Da

Hepatotoxicitate Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu

Sensibilizarea pielii Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu

hERG I inhibitor Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu
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Majoritatea compușilor s-au dovedit a avea valori de permeabilitate moderate până la

puternice pentru Caco-2 (valori log Papp > 0,90 cm/s).

Determinarea dacă o substanță este inhibitor/substrat al P-gp este metoda principală

utilizată pentru a determina efluxul activ prin membranele biologice [139]. P-gp este elementul

principal al transportatorilor de casete care leagă ATP sau transportatorilor ABC, care este

utilizat pentru a proteja sistemul nervos central (SNC) de xenobiotice. Majoritatea derivaților nu

au fost găsiți ca inhibitor/substrat al P-gp.

Rezultatele demonstrează că majoritatea compușilor au o absorbție ridicată în tractul

gastro-intestinal. Din șirul de compuși cercetați, nici unul nu are capacitatea de a traversa bariera

sanguină a creierului (BBB), sau sistemul nervos central, având valori negative ale logaritmului

raportului concentrației creier-plasmă.

Au fost de asemenea evaluate izoformele citocromului uman P450 (CYP), care participă

în metabolismul medicamentelor din interiorul ficatului. Cea mai importantă enzimă clinic

adecvată de metabolizare a medicamentelor din corpul uman este CYP3A4, fiind responsabilă

pentru metabolismul a aproximativ 60% din xenobiotice, inclusiv medicamente, cancerigeni,

steroizi și eicosanoizi [140]. Inhibarea CYP3A4 poate duce direct la toxicitate medicamentoasă,

interacțiuni medicament-medicament și alte efecte adverse. Toți compușii cercetați sunt non-

inhibitori/substraturi ale izoenzimelor, în afară de compusul BBD 13, care este posibil inhibitor

al câtorva izoenzime.

Pentru a prezice calea de excreție, a fost evaluat clearance-ul total atât pentru

substraturile hepatice, cât și renale precum și pentru substratul renal al transportorului de cationi

organici 2 (OCT2), exprimat ca log mL/min/kg [141]. Rezultatele au arătat că toți compușii au o

valoare pozitivă a clearance-ului total și pot fi pur și simplu excretați din organism. Toxicitatea

AMES, hepatotoxicitatea, inhibarea canalului de potasiu hERG și parametrii de sensibilizare a

pielii au fost prezise pentru a afla profilul de toxicitate al derivaților. Toxicitatea AMES

evaluează efectul potențial carcinogen al substanțelor chimice prin utilizarea tulpinii bacteriene

Salmonella typhimurium [142]. Rezultatele obţinute relevă că doar BBD 13 posedă astfel de

toxicitate. În rest toți compușii cercetați nu posedă toxicitate AMES, hepatotoxicitate, nu inhibă

canalul de potasiu hERG și nu sensibilizează pielea.

Pentru a obține informații suplimentare despre biodisponibilitatea și asemănarea cu

medicamentele ale substanțelor cercetate, au fost estimate rezultatele radarului de

biodisponibilitate.

Figura 4.18 prezintă radarele de biodisponibilitate a substanțelor cercetate, demonstrând

proprietăți semnificativ asemănătoare medicamentelor [143].
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a) DFH4 1 b) EMD 2 c) Anilida 5

d) Fumaramida 6 e) MEAD 7 f) MPAD 8

g) Fumaramida 9 h) Fumaramida 10 i) Fumaramida 11

j) MBD 12 k) BBD 13

Fig. 4.18. Radarele de biodisponibilitate pentru substanțele cercetate: (a) acidul DFH4 1,

(b) esterul EDM 2, (c) anilida 5, (d) fumaramida 6, (e) MEAD 7, (f) MPAD 8, (g)

fumaramida 9, (h) fumaramida 10, (i) fumaramida 11, (j) MBD 12, (k) BBD 13
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Zona colorată a radarului reprezintă suprafața fizico-chimică potrivită pentru

biodisponibilitatea orală. Notațiile pe figuri se descifrează după cum urmează:

 LIPO (lipofilicitate): -0,7 < XLOGP3 < +5,0;

 SIZE (dimensiune): 150g/mol < greutate moleculară < 500g/mol;

 POLAR (polaritate): 20Å2 < TPSA < 130Å2;

 INSOLU (insolubilitate): -6 < log S (ESOL) < 0;

 INSATU (nesaturație): 0.25 < fracțiunea de atomi de C în hibridizarea sp3 < 1;

 FLEX (flexibilitate): 0 < nr. de legături ce pot fi rotite < 9.

Se observă din Figura 4.17 că majoritatea substanțelor se înscriu în totalitate în zona

colorată a radarului, iar cele care nu se înscriu, o depășesc de regulă într-un singur criteriu.

4.8. Cercetarea computațională a efectului inhibitor al compușilor cercetați asupra

virusului SARS-CoV-2

COVID-19 este o nouă boală infecțioasă cauzată de virusul SARS-CoV-2 al familiei

coronavirus. De când a apărut pentru prima dată în Wuhan (China), acest virus a infectat sute de

mii de oameni în aproape toate țările din lume, iar cele mai mari rate de mortalitate pentru

COVID-19 au fost raportate în SUA și Italia. Virusul care a cauzat pandemia COVID-19 s-a

dovedit a fi foarte contagios, iar elaborarea unui medicament puternic împotriva acestuia va fi un

proces îndelungat [144]. În situația actuală, este clară necesitatea de a căuta tratamente

alternative cu efecte antivirale puternice, și în același timp cu efecte secundare minime. Astfel,

rezultatele cercetării de față ar putea contribui la lărgirea cunoștințelor și a posibilităților în

tratamentul acestei infecții virale în curs de desfășurare.

Virusul COVID-19 infectează celulele prin legarea glicoproteinei spike (S) de enzima de

conversie a angiotensinei 2 (ACE2), care este atașată de membranele celulare ale celulelor

situate în plămâni, artere, inimă, rinichi și intestine. Pentru a finaliza intrarea în celulă, enzima

protează TMPRSS2 trebuie să amorseze glicoproteina spike [144]. De fapt, este necesară

activarea TMPRSS2 ca protează pentru a atașa proteina Spike a virusului la ligandul celular

uman. Genomul viral este transcris și apoi translat după ce virusul pătrunde în celula gazdă și se

deschide. Prin urmare, perturbarea funcționării uneia sau mai multor enzime implicate în

replicarea, transcripția sau translarea virală poate fi o cale eficientă pentru a opri situația de

urgență a acestei pandemii [144,145].

În screening-ul de noi compuși care pot contribui la combaterea acestui virus periculos,

un rol important îl are sistemul de modelare bioinformatică cunoscut sub numele de andocare

moleculară (molecular docking). Andocarea se bazează pe interacțiunea moleculelor mici,
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cunoscute sub numele de liganzi sau inhibitori, cu situsurile active ale proteinei țintă (receptor).

Acest proces de legare non-covalentă este utilizat pentru prezicerea afinității de legare între cele

două molecule [146].

În cadrul cercetării de față a fost utilizat programul CB-Dock2, elaborat în cadrul

Academiei de Științe Chineze [147,148]. Procedeul utilizat de acest program constă în

identificarea automată a locurilor de legare, calculul centrului și dimensiunii, personalizarea

dimensiunii casetei de andocare în funcție de liganzii cercetați și apoi realizarea andocării

moleculare cu ajutorul softului AutoDock Vina [149].

CB-Dock2 facilitează procedura de andocare și îmbunătățește acuratețea prin prezicerea

site-urilor de legare ale proteinelor țintă, folosind o abordare proprie de detecție a cavității bazată

pe curbură (CurPocket). Metoda de andocare utilizată în această procedură este FitDock, o

metodă dezvoltată internă care se potrivește conformației inițiale la șablonul dat folosind o

abordare ierarhică de aliniere cu mai multe caracteristici, explorează ulterior conformațiile

posibile și, în final, emite poziții de andocare rafinate [147,148,150,151].

Una dintre cele mai interesante ținte ale virusului SARS-CoV-2 este proteaza principală a

acestuia (Mpro), care este esențială în ciclul de viață a virusului, inclusiv în replicarea și

asamblarea acestuia [152]. Astfel, inhibarea sau dezactivarea acestei proteaze va duce la moartea

virusului. O multitudine de simulări computaționale au fost publicate recent având ca obiectiv

central studiul interacțiunii dintre proteaza principală Mpro și compuși chimici deja cunoscuți

pentru puternicele lor proprietăți antiinflamatoare și antioxidante, cu scopul de a descoperi dacă

aceștia se pot lega de porțiuni diferite de Mpro, ceea ce ar însemna utilitatea acestor compuși în

dezactivarea virusului SARS-CoV-2. Identitatea secvenței arată că proteaza principală SARS-

CoV-2 este identică cu cea a altor viruși SARS-CoV în proporție de 96% [152], fiind un alt

motiv de încurajare a cercetărilor în acest domeniu.

Structura cristalină a proteazei principale (denumită și 3CLpro sau protează asemănătoare

3-chimotripsinei [153]) este prezentă în baza de date Protein Data Bank (PDB) sub diferite

coduri (de exemplu 6LU7, 6M03, 6W4B, 6Y84, 6YB7, 5R7Y, 5R7Z, 5R80, 6M03, etc.) [154].

În cercetarea de față a fost utilizată structura cristalină a Mpro cu codul PDB: 6LU7 [155], iar

această structură cristalografică este codificată în genomul viral în combinație cu inhibitorul N3.

În cadrul cercetării de față a fost efectuată andocarea moleculară între proteaza principală

(Mpro) a virusului SARS-CoV-2, ce conține 312 aminoacizi, și compușii studiați experimental

anterior: acidul DFH4, derivații sintetizați ai acestuia, precum și acidul ascorbic, pentru

comparație. Andocarea moleculară are ca scop dezvăluirea a două informații semnificative: în

primul rând, conformația corectă a complexului format ligand-receptor și în al doilea rând,
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afinitatea de legare care reprezintă o aproximare a energiei libere de legare. Tabelul 4.23 prezintă

valorile afinităților de legare ale compușilor cercetați la proteaza virală, iar Figurile 4.20-4.23

prezintă structurile tridimensionale și bidimensionale ale acestor interacțiuni, iar Tabelul 4.24 -

lista legăturilor de H între aminoacizii proteazei principale a SARS-COV-2 și compușii cercetați.

Tabelul 4.23. Rezultatele andocării moleculare a compușilor cercetați la proteaza

principală a virusului SARS-COV-2

Identificatorul
proteinei

Compusul cercetat
Afinitatea de legare,

kJ·mol-1

6LU7

DFH4 1 -22.18
Esterul 2 -20.92
Anilida 5 -26.36
Fumaramida 6 -29.29
MEAD 7 -22.59
MPAD 8 -23.01
Fumaramida 9 -28.03
Fumaramida 10 -25.10
Fumaramida 11 -27.61
MBD 12 -28.03
BBD 13 -30.12
Acidul ascorbic -22.18

Pe baza valorilor energiei de legare, s-a constatat că DFH4 1 are aceeași afinitate de

legare ca și acidul ascorbic (-22.18 kJ·mol-1). Cea mai mică afinitate de legare la proteaza virală

o are esterul EDM 2 (-20.92 kJ·mol-1), iar cea mai mare afinitate - acidul BBD 13 (-30.12

kJ·mol-1). Conform rezultatelor simulării computaționale, conformațiile cu cele mai mari afinități

de legare pentru toți compușii cercetați se plasează în același buzunar al proteazei Mpro ca și

inhibitorul N3 (Figura 4.19).

Figura 4.19. Poziția celei mai bune conformații pentru toți compușii studiați în buzunarul

de legare al Mpro al SARS-CoV-2 (ligandul co-cristalizat N3 este prezentat cu galben)
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Tabelul 4.24. Lista legăturilor de hidrogen între aminoacizii din proteaza principală a

virusului SARS-COV-2 și compușii cercetați

Compusul
cercetat

Aminoacidul
Lungimea legăturii

de hidrogen, Å
Aminoacidul

Lungimea legăturii
de hidrogen, Å

DFH4 1
GLY143 1.98451 GLU166 2.57088
SER144 2.10917 LEU141 2.51648
HIS163 2.47778 SER144 2.26947

Esterul 2
GLY143 2.64609 MET165 3.31822
CYS145 3.5201 PHE140 3.34389
SER144 2.23138

Anilida 5

GLY143 2.20688 LEU141 2.57079
SER144 2.42574 PHE140 3.50946
CYS145 2.4952 GLU166 3.77109
HIS163 2.0892 CYS145 5.27726

Fumaramida 6

GLU166 1.83658 MET165 4.9478
HIS164 2.77663 LEU27 5.15539
GLN189 2.51907 CYS145 4.24326
MET165 3.48614

MEAD 7

CYS145 2.41524 SER14 2.93849
CYS145 2.72434 ASN142 2.75777
HIS163 2.38557 PHE140 2.08449
LEU141 1.8385

MPAD 8
CYS145 2.40012 LEU141 2.18493
CYS145 3.75288 ASN142 2.68122
HIS163 2.33261 PHE140:O 3.59135

Fumaramida 9

SER144 2.09002 SER144 2.84729
CYS145 2.65742 ASN142 2.69049
CYS145 3.73015 ASN142 3.46055
HIS163 2.48258

Fumaramida
10

GLU166 2.01187 GLU166 2.92591
GLN192 2.89091 GLU166 2.2936
ASN142 1.76529 THR190 2.19688

Fumaramida
11

SER144 2.10174 SER144 2.72724
CYS145 2.67445 CYS145 2.97041
CYS145 3.74161 ASN142 2.66374
HIS163 2.51531

MBD 12

GLY143 2.09719 HIS172 3.70052
HIS163 2.09979 CYS145 3.70958
HIS163 2.59056 CYS145 4.09013
CYS145 2.8369 LEU27 5.42848

BBD 13

GLN189 2.79554 CYS145 4.19659
CYS145 4.13757 MET165 4.93593
MET49 5.45128 MET165 5.19707
LEU27 5.17113

Acid ascorbic

GLY143 2.22474 HIS163 2.16413
SER144 2.25121 LEU141 3.00598
CYS145 2.35776 SER144 3.19641
CYS145 3.40739 HIS172 3.5529

Interacțiunile dintre Mpro și DFH4 1 sunt prezentate în Figura 4.20a. Observăm prezența a

șase legături de hidrogen obișnuite, cu aminoacizii GLY143, SER144, LEU141, HIS163 și

GLU166. În cazul acidului ascorbic (Figura 4.20c), acesta prezintă cinci legături de hidrogen,

legându-se practic cu aceeași aminoacizi ca și DFH4 1, excepție fiind legătura cu CYS145, și



135

absența legăturii cu GLU166. În cazul DFH4 1 trebuie menționată prezența a două legături

nefavorabile (indicate cu linie punctată roșie).

a) DFH4 1

b) Esterul EDM 2

c) Acidul ascorbic

Fig. 4.20. Reprezentarea interacțiunilor cu cel mai mare scor de andocare între

proteaza principală a virusului SARS-COV-2 și (a) acidul DFH4 1, (b) esterul EDM 2,

(c) acidul ascorbic (imagine 3D - pe stânga și 2D - pe dreapta)

Esterul EDM 2 (Figura 4.20b) se leagă de proteaza virală prin trei legături de hidrogen

convenționale, cu aminoacizii CYS145, SER144, GLY143 și prin trei legături carbon-hidrogen,

cu aminoacizii PHE140 și MET165.
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a) Anilida 5

b) Fumaramida 6

c) MEAD 7

d) MPAD 8
Fig. 4.21. Reprezentarea interacțiunii cu cel mai mare scor de andocare

între compusul cercetat și proteaza principală a virusului SARS-COV-2

(imagine 3D - pe stânga și 2D - pe dreapta), pentru substanțele cercetate:

(a) anilida 5, (b) fumaramida 6, (c) MEAD 7, (d) MPAD 8
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Interacțiunile dintre Mpro și anilida 5 sunt prezentate în Figura 4.21a. Observăm prezența

unei legături carbon-hidrogen cu aminoacidul GLU166 și a unei legături π-sulf cu aminoacidul

CYS145. Cele cinci legături de hidrogen obișnuite, ca și în cazul acidului ascorbic, sunt create cu

aminoacizii GLY143, SER144, LEU141, HIS163 și CIS145.

Fumaramida 6 interacționează cu proteaza principală Mpro prin intermediul a trei legături

de hidrogen convenționale, cu aminoacizii GLU166, GLN189, HIS164, o legătură carbon-

hidrogen cu aminoacidul MET165, o legătură π-sulf cu aminoacidul MET165 și două legături π-

alchil, cu aminoacizii CYS145 și LEU27, respectiv (Figura 4.21b).

a) Fumaramida 9

b) Fumaramida 10

c) Fumaramida 11

Fig. 4.22. Reprezentarea interacțiunii cu cel mai mare scor de andocare între compusul

cercetat și proteaza principală a virusului SARS-COV-2 (imagine 3D - pe stânga și 2D

- pe dreapta), pentru fumaramidele 9 (a), 10 (b) și 11 (c)
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Interacțiunile dintre Mpro și MEAD 7 sunt prezentate în Figura 4.21c. Observăm prezența

a șapte legături de hidrogen convenționale, dintre care cinci legături sunt create, ca și în cazul

acidului ascorbic, cu aminoacizii SER144, LEU141, HIS163 și CIS145, iar celelalte două, cu

PHE140 și HIS163.

Fumaramida MPAD 8 interacționează cu proteaza principală Mpro prin intermediul a cinci

legături de hidrogen convenționale, cu aminoacizii LEU141, CYS145, HIS163, ASN142, și

printr-o legătură carbon-hidrogen cu aminoacidul PHE140 (Figura 4.21d).

a) MBD 12

b) BBD 13

Fig. 4.23. Reprezentarea interacțiunii cu cel mai mare scor de andocare între compusul

cercetat și proteaza principală a virusului SARS-COV-2 (imagine 3D - pe stânga și 2D

- pe dreapta), pentru: (a) MBD 12, (b) BBD 13

Interacțiunile dintre Mpro și fumaramida 9 sunt prezentate în Figura 4.22a. Observăm

prezența a șase legături de hidrogen convenționale, cu aminoacizii SER144, HIS163, CIS145,

ASN142, o legătură carbon-hidrogen cu aminoacidul ASN142, dar și o legătură nefavorabilă de

tip acceptor-acceptor cu LEU141.

Fumaramida 10 interacționează cu proteaza principală Mpro prin intermediul a șase

legături de hidrogen convenționale, cu aminoacizii GLU166, GLN192, ASN142 și THR190

(Figura 4.22b).
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Interacțiunile dintre Mpro și fumaramida 11 sunt prezentate în Figura 4.22c. Observăm

prezența a șapte legături de hidrogen convenționale, cu aminoacizii SER144, HIS163, CIS145,

ASN142.

Derivatul MBD 12 interacționează cu proteaza principală Mpro prin intermediul a patru

legături de hidrogen convenționale, cu aminoacizii CYS145, GLY143, HIS163, prin două

legături de hidrogen π-donor cu aminoacidul CYS145, printr-o legătură carbon-hidrogen cu

aminoacidul HIS172, precum și printr-o legătură π-alchil cu aminoacidul LEU27 (Figura 4.23a).

Interacțiunile dintre Mpro și derivatul BBD 13 sunt prezentate în Figura 4.23b. Observăm

prezența a unei singure legături de hidrogen convenționale, cu aminoacidul GLN189, a unei

legături de hidrogen π-donor cu aminoacidul CYS145, a unei legături de hidrogen π-sulf cu

MET49, și trei legături π-alchil, cu aminoacizii LEU27 și MET165.

Astfel, cercetările computaționale au arătat că atât acidul dihidroxifumaric cât și toți

derivații sintetizați au valorile afinității de legare cu proteaza principală Mpro similare și chiar mai

bune decât acidul ascorbic, legându-se în același buzunar proteic. În viitor, se recomandă

efectuarea simulărilor de dinamică moleculară pentru studii mai aprofundate ale interacțiunilor

dintre compușii cercetați și diferite fragmente proteice ale virusului SARS-CoV-2.

4.9. Concluzii la capitolul 4

1. Pentru prima dată au fost identificați 45 de izomeri ai acidului dihidroxifumaric, inclusiv 23

de forme cetonice și 22 enediolice

2. S-a determinat abundența relativă a izomerilor, s-au determinat trei cele mai abunde specii și

raportul lor în gaz și apă.

3. S-au calculat energia de activare (Ea), frecvența imaginară (ν) și energia liberă de activare

Gibbs (ΔG#) pentru interconversiile enediol-enediol și ceto-ceto (izomerizare), cât și pentru

procesul de tautomerizare.

4. Au fost calculați indicii pentru reactivitatea globală a moleculelor studiate și a fost

demonstrată validitatea procedurii KID în apă și metanol

5. Au fost calculați și comparați indicii de reactivitate locală a moleculelor studiate, funcțiile

fukui, descriptorul dual, funcțiile Parr și indicele local al diferenței de reactivitate în vid, în

apă și metanol.

6. S-a studiat corelația dintre indicele local al diferenței de reactivitate 𝑅𝑘 și activitatea

antioxidantă a moleculelor studiate față de DPPH• și ABTS•+.

7. Au fost identificați și a fost calculată energetica orbitalilor moleculari de frontieră HOMO și

LUMO, precum și a unor orbitali responsabili pentru nucleofilicitatea și electrofilicitatea
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atomilor de oxigen hidroxilici din fragmentul enediolic pentru derivații cercetați, în apă și

metanol.

8. A fost dedus din rezultatele calculelor computaționale că cel mai probabil mecanism prin

care se manifestă activitatea antioxidantă a DFH4 in vacuo este mecanismul HAT, iar în apă

- mecanismul SPLET.

9. Au fost estimate proprietățile de absorbție, distribuție, metabolism, excreție și toxicitate a

derivaților cercetați, care au demonstrat proprietăți moderate similare medicamentului.

10. Au fost construite radarele de biodisponibilitate a substanțelor cercetate, demonstrând

proprietăți semnificativ asemănătoare medicamentelor.

11. Prin metoda andocării moleculare a fost demonstrat potențialul semnificativ de inhibiție a

proteazei principale a virusului SARS-CoV-2 de către toți compușii supuși studiului.
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CONCLUZII GENERALE ȘI RECOMANDĂRI

Concluziile generale, formulate în baza rezultatelor obținute, se bazează în totalitate pe

contribuția proprie a autorului și demonstrează realizarea obiectivului și sarcinilor, expuse în

Introducere.

1. Au fost obținuți zece derivați stabili ai acidului dihidroxifumaric, care au fost

caracterizați prin analiza elementală și următoarele metode spectroscopice: UV/Vis, FT-IR,

RMN 1H și 13C.

2. Pentru prima dată au fost aplicate metodele computaționale pentru calculul indicilor

de reactivitate globală a moleculelor studiate, pentru demonstrarea validității procedurii KID

în apă și metanol, pentru calculul comparativ al indicilor de reactivitate locală a moleculelor

studiate pe baza funcțiilor Fukui, descriptorului dual, funcțiilor Parr și indicelui local al

diferenței de reactivitate în vid, în apă și metanol.

3. Pentru DFH4 și derivații obținuți a fost investigată activitatea antioxidantă cu

radicalul DPPH• și s-au determinat constantele stoichiometrice, timpul de reacție până la

echilibru, valorile PAR și EC50 precum și ordinele de reacție față de reactanți și constantele de

viteză, fapt care a permis descrierea legităților vitezei de reacție pentru interacțiunea dintre

DPPH• cu DFH4 și derivații acestuia. Prin metode computaționale a fost arătat cel mai

probabil mecanism prin care se manifestă activitatea antioxidantă a DFH4.

4. În testul cu ABTS•+ au fost identificați patru derivați din șirul substanțelor

sintetizate, care au demonstrat o bună activitate antioxidantă și prezintă interes pentru

cercetări ulterioare: esterul EDM 2, anilida 5, acidul MBD 12 și diolul BBD 13.

5. Pentru prima dată au fost identificați prin metode de calcul, 45 de izomeri ai

acidului dihidroxifumaric, inclusiv 23 de forme cetonice și 22 enediolice, s-a arătat existența a

trei cei mai stabili izomeri, a fost determinată abundența relativă a lor în gaz, apă și metanol.

De asemenea, a fost studiat procesul de izomerizare și tautomerizare a celor mai stabili trei

izomeri ai DFH4, s-au determinat parametrii cinetici și termodinamici, a fost calculată energia

orbitalilor responsabili pentru nucleofilicitatea și electrofilicitatea atomilor de oxigen

hidroxilici din fragmentul enediolic pentru derivații cercetați, în apă și metanol.

6. A fost efectuată în premieră analiza predictivă prin metode de calcul a proprietăților

de absorbție, distribuție, metabolism, excreție și toxicitate a derivaților cercetați, care au

demonstrat proprietăți similare medicamentului. Au fost construite radarele de

biodisponibilitate a substanțelor cercetate, demonstrând proprietăți semnificativ asemănătoare

medicamentelor.
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7. Pentru prima dată, utilizând metoda andocării moleculare, a fost demonstrat

potențialul semnificativ de inhibiție a proteazei principale a virusului SARS-CoV-2 de către

toți compușii supuși studiului.

Recomandări

1. Se recomandă laboratoarelor de sinteză aplicarea metodelor computaționale, propuse

în lucrare, în procesul de design și obținere a noilor derivați cu proprietăți dirijate (de ex. cu

caracter antioxidant, antiradicalic, antifungic, antimicrobian).

2. Se recomandă industriilor alimentară, viti-vinicolă și farmaceutică utilizarea acidului

dihidroxifumaric și a derivaților săi pentru crearea și menținerea calității produselor.

3. Se recomandă instituțiilor de sănătate publică folosirea modelelor cu participarea

antioxidanților folosiți în lucrare pentru diminuarea impactului virusului SARS-CoV-2 asupra

sănătății omului.

4. Se recomandă complementarea cursurilor de licență/masterat/doctorat cu privire la

metodele cuanto-chimice disponibile pentru cercetarea reactivității substanțelor chimice de

interes.
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