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ADNOTARE

Bolocan Natalia ,,Cercetarea proprietatilor antiradicalice ale acidului dihidroxifumaric si a
unor derivati ai sdi cu aplicarea metodelor cinetice si computationale”, teza de doctor in
stiinte chimice, mun. Chisinidu, Republica Moldova, 2022
Structura tezei: Teza constd din introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari, 155
referinte bibliografice, 127 pagini cu text de baza, 77 figuri, 28 tabele. Rezultatele obtinute sunt publicate

in 18 lucrari stiintifice, dintre care 9 articole.

Cuvinte-cheie: acid dihidroxifumaric, antioxidant, sinteza organica, derivati noi, activitate antiradicalica,
DPPH radical, ABTS* cation radical, stop-flow, calcule computationale, reactivitate globald/locala,
orbitali HOMO/LUMO, modelare ADMET, andocare moleculara.

Scopul tezei: constd in cercetarea prin metode cinetice i cuanto-chimice a activitatii antiradicalice a
acidului dihidroxifumaric si a zece derivati ai sai, obtinuti in cadrul acestei lucrari.

Obiectivele cercetirii: obtinerea si caracterizarea derivatilor noi ai DFHs; determinarea activitatii
antioxidante/antiradicalice prin utilizarea radicalilor DPPH" si ABTS™*; studiul legitdtilor cinetice ce
descriu reactiile dintre DFHs si derivatii acestuia cu radicalul DPPH", cercetari cuanto-chimice a
izomerizarii si tautomerizarii DFH4 In diferite medii; calculul descriptorilor de reactivitate globala si
locald a DFHy4 si derivatilor sdi; estimarea prin metode computationale a proprietatilor farmaco-cinetice si
de toxicitate a derivatilor cercetati, modelarea efectului inhibitor asupra virusului SARS-CoV-2 utilizand
metoda andocarii moleculare.

Noutatea si originalitatea stiintifici: constd in obtinerea a zece derivati ai DFH4 (dintre care 9 sunt
derivati noi) cu proprietati antiradicalice, cu potential de utilizare in diferite ramuri ale industriei, precum
industria alimentara, viti-vinicola si farmaceuticd. Cercetdrile cuanto-chimice au permis identificarea,
pentru prima datd a celor trei izomeri ai DFH4 si abundenta lor in diferite medii. Au fost utilizate metode
computationale de prezicere a proprietatilor farmaco-cinetice, de toxicitate si biodisponibilitate pentru
substantele cercetate, a fost demonstrat computational efectul inhibitor al compusilor cercetati asupra
virusului SARS-CoV-2.

Rezultatele obtinute care contribuie la solutionarea unei probleme stiintifice importante: constau in
sinteza a zece derivati ai DFH4 cu proprietati antioxidante/antiradicalice, si stabilirea experimentald a
legitatilor cinetice de interactiune a acestor compusi cu radicalul DPPH", precum si studiul cuanto-chimic
a structurii electronice si proprietitilor acestor compusi. In plan practic, aceste rezultate se inscriu in
directia de obtinere a derivatilor cu proprietati antioxidante/antiradicalice din produsele secundare
vinicole, cu potential de utilizare in industria alimentara, viti-vinicola si farmaceutica.

Semnificatia teoreticd: Rezultatele cercetdrii contribuie la fundamentarea cunostintelor in domeniul
cineticii chimice a reactiilor dintre antioxidanti si radicalii DPPH" si ABTS'". S-a confirmat posibilitatea
obtinerii derivatilor cu caracteristici antioxidante pe bazid de DFH4, largind astfel baza compusilor cu
potential aplicativ in diferite industrii. Cercetarile computationale demonstreaza potentialul de aplicare al
metodelor teoretice si predictive in etapele de design si obtinere a noilor derivati cu proprietati dirijate.
Valoarea aplicativa: in ultimii ani, un accent deosebit se pune pe dezvoltarea durabild si asigurarea
sandtatii populatiei, inclusiv prin siguranta medicamentelor si a alimentelor, astfel cd obtinerea
substantelor noi cu caracter antioxidant/antiradicalic pe baza compusilor naturali este o directiec de mare
interes si potential aplicativ. In cadrul cercetirii au fost obtinuti noud derivati noi pe bazi de DFH4, dintre
care patru compusi posedd activitate antioxidantd/antiradicalica pronuntatd fatd de radicalii DPPH" si
ABTS'" demonstrata experimental, si proprietati similare medicamentelor (inclusiv farmaco-cinetice, de
biodisponibilitate si toxicitate) prezise prin metode computationale. Toti compusii cercetati au demonstrat
o buna afinitate de legare cu proteaza principald a virusului SARS-CoV-2, subliniind posibilitatea de
utilizare a lor pentru combaterea acestui virus.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Lucrarea a servit drept bazd pentru dezvoltarea directiei de
cercetare a reactiilor dintre substante cu caracter antioxidant/antiradicalic cu DPPH" si ABTS™" in cadrul
Laboratorului de Chimie Fizicd si Cuantica. Rezultatele obtinute pot fi interesante pentru firmele
farmaceutice, pentru producatorii aditivilor alimentari. Metodele computationale moderne utilizate in
premiera in cadrul Laboratorului de Chimie Fizicd si Cuanticd vor contribui la fundamentarea
cunostintelor studentilor/masteranzilor/doctoranzilor cu privire la modelele teoretice disponibile pentru
cercetarea si prognozarea reactivitétii substantelor chimice de interes.



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 DFHs; 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 DFHs 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 DFHa4, 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.



AHHOTAIUA

Bosokan Haranes «UcciienoBanne aHTHPAAUKAJIBHBIX CBOMCTB THOKCH(PYMapOBOH KHCIOTHI 1
HEKOTOPBIX ee NPOU3BOAHBIX C IPMMEHEeHHeM KMHeTHYeCKHX M BbIYHCIUTEeIbHbIX METO0B »,
AOKTOPCKAasi JMCCepTalis 10 XMMHYECKHUM HayKaM,

MyH. Kumunes, Pecnny0samnka Moanosa, 2022

CTpykTypa auccepranuu: J[uccepranns COCTOUT U3 BBEIEHUS, YETHIPEX TI1aB, OONINX BBIBOJOB M PEKOMEHIAINH,
155 Oubnuorpaduueckux ccbuloK, 127 cTpaHHWIl OCHOBHOTO Tekcra, 77 pucyHKoB, 28 Tabmmi. PesynabraTsl
ory0yimKoBaHb! B 18 Hay4yHBIX paboTax, N3 KOTOpHIX 9 crareil.

KaroueBsble cioBa: 1uruipokcudymapoBast KUCIO0Ta, aHTHOKCUIAHT, OPraHMYeCKU CHHTE3, HOBBIE TIPONU3BO/IHBIE,
aHTHPAJMKalbHas aKTHBHOCTh, pamaukan DPPH', ABTS' kartuon-pamukan, stop-flow, pacuérHeie MeTObI,
riio0abHas/IoKaIbHAs peakuuoHHas criocooHocts, HOMO/LUMO opOutanu, MOJIEKyJISIPHBIN TOKHHT.

Henp auccepranum: 3aKIIOYaeTCd B HUCCIACAOBAHMM KHHETUYECKUMU U KBAHTOXUMHUYECKHMHM METOAaMU
AHTHPaINKATBHON aKTHBHOCTH JHOKCH(YMapPOBOIl KHCIOTHI M JECATH €€ MIPON3BOIHBIX, TOJTYICHHBIX aBTOPOM.
3agaunm  wuWccaeOBaHMS: TIONYYCHWE W XapaKTEpPUCTHKa HOBBIX mpom3BoaHbIx DFHa;  ompenemenue
AHTUOKCUJAHTHOW AKTMBHOCTH C HCIOJb30BaHMeM paaukanoB DPPH' u ABTS'; u3ydueHHME KHHETHYECKHX
3aKOHOMEpHOCTeH, omnuckiBatomux peakuun DFHs4 m ero mnpouwsBomueix ¢ paaukainom DPPH'; xBanTOBO-
XHMHUYECKHE HCCIEI0OBAHUSA TPOILIECCOB M3oMepu3anuu U tayromepusaunu DFHi B pasnmusbix cpenax; pacuér
TIOOATBHBIX M JIOKAJIBHBIX JIECKPUIITOPOB peakTuBHOCTH DFH4 M ero mpoW3BOIHBIX; OIlEHKA pPacUETHBIMHU
MeTolaMH  (papMaKko-KUHETHYECKHX M TOKCHYECKHX CBOMCTB MHCCIEIYyEeMBIX IPOM3BOJHBIX, MOEIMPOBaHUE
uHruoupytomiero nevicteus Ha BUpyc SARS-CoV-2 MeTooM MOJEKyJISIpHOTO JIOKUHTA.

HayyHasi HOBM3HA M OPHIHHAJIBHOCTB: 3aKII0YAETCS B MOIY4YEHUHU JECSITU HOBBIX MNpou3BoaHbix DFHj ¢
aHTHUpaJUKaIbHBIMHA CBOMCTBAMH, MIEPCIEKTUBHBIX JUIS UCIOIb30BAHUS B PA3IMYHBIX OTPACIAX TAKUX KaK MUIIEeBasd,
BUHOZENbYECKass M (apManeBTUUecKas MPOMBIIUIEHHOCT. KBaHTOBO-XMMHYECKHE HCCIIEJOBAaHHS BIEpPBbIC
BBISIBIJIM TPU CaMbIX CTaOMIIbHBIX M3oMepa DFH4 1 ux pacnpocTpaHeHHOCTb B pa3inyHBIX cpenax. Mcrmonp3oBaHbl
BBIYUCIIUTEIFHBIE METOABI NMPOTHO3UPOBAHUS (hapMaKO-KHHETHYECKNX, TOKCHYECKIX CBOMCTB M OHOJOCTYHHOCTH
HCCIIeyeMbIX BEMIECTB, OBUIO MPOAEMOHCTPHPOBAHO PACUETHHIM IIyTEM HHTHOWPYIOIIEE NEHCTBHE HCCIIEAYeMBIX
coenuneHuit Ha Bupyc SARS-CoV-2.

Ilosry4eHHBIE pe3yabTaThl, CHOCOOCTBYIOIHE PEHICHUI0 BAKHOW HAYYHOW 3aa4M: 3aKIIOYAIOTCS B CHHTE3€
JIeBSTH HOBBIX Npom3BoaHbIX DFH4, oOnaparommux aHTHOKCHIAAHTHBIMH/aHTHPaIUKAIbHBIMU CBOMCTBAMH, B
SKCHEPUMEHTAIbHOM YCTAHOBJIEHMM KHHETHMUYECKUX 3aKOHOMEpPHOCTEH B3aMMOJEHCTBHUA ITHX COCAUHEHHH C
pagukanoM DPPH", a Takke B KBaHTOBO-XMMUYECKOM M3YYEHUH DJIEKTPOHHOW CTPYKTYyphl U CBONCTB 3THX
coequHeHul. B npakTHueckoM IIaHe ATU Pe3yIbTAaThl TECHO CBA3aHBI C HAIIPABICHUEM MOIY4YEHUS! IPOU3BOIHBIX C
AQHTUOKCUIAHTHBIMH/@HTHPAMKAIBHBIMI CBOMCTBAMH W3 OCTaTOYHBIX IPOJYKTOB BHHOJENHS, C IHOTEHIMAIOM
WCTIOJTF30BaHMS B TUIIEBOH M (papMaIieBTHIECKOH MPOMBIIIIICHHOCTH.

Teopernueckasi 3HAYMMOCTb: PE3yIbTATHl HCCICIOBAHUI CIIOCOOCTBYIOT OOOCHOBAaHHIO 3HAaHHH B OOJACTH
XAMHUYECKON KMHETHKYM PEakiMii aHTHOKCHIAHTHBIX coefnHeHui ¢ pagukamamu DPPH' u ABTS'. Ilomyuensbie
pe3yJIbTaThl MOATBEPAUIN BO3MOKHOCTD MOIY4YEHHS IPOU3BOIAHBIX C aHTHPAJUKAIbHBIMU CBOMCTBAMHU Ha OCHOBE
DFHy4, 4yTo pacmupuio Kpyr COEAWHEHWH C TOTEHIMAJIOM MPUMEHEHHS B MPOMBIIUIEHHOCTA. Pe3ynbrarhl
BBIYHUCIIUTENBHBIX HUCCIENOBAaHUN JAEMOHCTPUPYIOT BO3MOXKHOCTb INPUMEHEHHUS TEOPETHMUYECKUX METOJOB
MPOTHO3UPOBAHUS HA HTarlaX KOHCTPYUPOBAHUS HOBBIX IIPOU3BOJHBIX C JK€Ia€MbIMU CBOMCTBAMHU.

[pumennmocts: B mnociennue roxsl 0codoe BHUMAHHE YJENSETCS YCTOMYMBOMY Pa3BHTHIO M 00ECHEYECHUIO
3JI0POBBS HACEJICHUS, B TOM YHCIIE 32 CYET OE30IIaCHOCTH JIEKAPCTBEHHBIX CPEJICTB M MPOIYKTOB IMUTAHUS, IOITOMY
MOJY4YEHUE HOBBIX BELIECTB C aHTHOKCUAAHTHBIMH CBONCTBAMHA HA OCHOBE NPHUPOJIHBIX COSAUHEHWH SBIsSETCA
HarpaBJeHUEM, NPEJCTABIIONINM OOJBIION MHTEpEC W HPUKIAJAHOW NOTEHIHMAJ. ABTOPOM MOJYYeHO 9 HOBBIX
npou3BoJHBIX Ha ocHoBe DFHs4, 13 KOTOpbIX 4 COEIUHEHUS OSKCHEPUMEHTANIbHO IPOAEMOHCTPUPOBAIH
BBIPAKEHHYIO aHTHPAAUKAIbHYI0 AKTHUBHOCTb M IPEACKa3aHHbIE PACUETHBIM IIyTEM JIEKAPCTBEHHBIE CBOMCTBA,
BKIIIOYas (apMaKko-KHHETHUECKHE W TOKCHYECKHE CBOICTBA, a TakkKe XOpOIIylo OnomocTtymHocTb. Bce
WCCIIeIOBaHHBIE COEIMHEHUS MPOAEMOHCTPUPOBAIN XOpOIIee CBA3BIBAHNE C OCHOBHOW mpoTea3oi Bupyca SARS-
CoV-2, uro mog4epKkruBaeT BOZMOKHOCTh HX MCIIOJB30BAHUS ISl OOPHOBI ¢ 9TUM BHPYCOM.

BHeapeHue Hay4yHBIX pe3yabTaToB: VccnenoBaHus NpUBENU K IUPOKOMY Pa3BUTHIO HANIPABJIEHUs UCCIEA0BaHUN
peakimii aHTHOKCUAaHTOB ¢ pamukaniamu DPPH® u ABTS™™ B Jlaboparopun (U3MYECKOH M KBAHTOBOW XHMHUHU.
[NomydeHnble pe3ynabTaThl MOTYT OBITH MHTEpECHBI (hapMalleBTHYECKHM KOMIIAaHHMSM, ITPOM3BOAUTEISIM HMHIIEBBIX
n06aBok. KBaHTOBO-XMMHUYECKHE METOMBI, BIIEpBBIE HcHOib3yeMble B JlabopaTopuu (U3MUYecKOil M KBaHTOBOM
XMMHUH, OyIyT CcHOCOOCTBOBaTh OOOCHOBAaHWMIO 3HAHHWH CTYJ€HTOB/MarucTpOB/acIMPAaHTOB O TEOPETUUECKHUX
MOJIETISIX, JOCTYIHBIX JUISi MCCIIE[OBAaHUS M TPOTHO3MPOBAHMS PEAKIMOHHOW CIIOCOOHOCTH HMHTEPECYIONINX
XUMHYECKHUX BEIECTB.
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absorbtie, distributie, metabolism, excretie si toxicitate
antioxidant
abundenta relativa a izomerilor
asparagind
Becke, 3-parameter, Lee—Yang—Parr (denumirea functionalei)
bariera sanguina a creierului
(E)-1,2-di(1H-benzo[d]imidazol-2-il)etene-1,2-diol
bond dissociation energy / energia de disociere a legaturii
ciclul reductiv al acizilor tricarboxilici
cisteina
sarea de sodiu a acidului dihidroxifumaric
acidul dihidroxifumaric
teoria functionalei de densitate
radicalul 2,2-difenil-2-picrilhidrazil
concentratia eficienta la 50%
dimetil 2,3-dihidroxifumarat
electron transfer enthalpy / entalpia de transfer a electronului
aproximarea orbitalilor moleculari de frontiera
glicina
glutamina
glicina
hydrogen atom transfer - transferul atomului de hidrogen
hemoglobina
histidina
cel mai Tnalt orbital molecular ocupat
potentialul de ionizare
teorema lui Koopman in cadrul DFT (Koopman in DFT procedure)
leucina
cel mai jos orbital molecular liber
acidul (F)-3-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)-2,3-dihidroxiacrilic
2,3-dihidroxi-N',N*-bis(2-hidroxietil)fumaramida

15



MEDT
MEP
MET
MPAD
Mpre
NAD
NADPH
NBO
NEB
PA
PAR
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teorie a densitatii electronilor moleculari
harta potentialului molecular electrostatic
metionind
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proteaza principala a virusului SARS-CoV-2
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei abordate

Cercetdrile de fata sunt axate pe completarea si aprofundarea studiilor legate de acidul
dihidroxifumaric, de procesele de sintezd a derivatilor noi cu caracteristici antioxidante, de
cinetica interactiunii a DFHy si derivatilor sdi cu unii radicali liberi. O atentie deosebita 1i revine
utilizarii metodelor computationale pentru intelegerea datelor empirice obtinute, pentru
precum si pentru modelarea computationald a interactiunilor cu proteaza principald a virusului
SARS-CoV-2.

Acidul dihidroxifumaric a captat atentia Acad. Gheorghe Duca si echipei sale inca in anii
‘80 ai secolului trecut, in timpul cercetarilor transformarilor oxidative ale polifenolilor si acizilor
dicarboxilici din ciclul Baroud.

S-a observat incd atunci faptul ca DFH4 participd in procesele oxidative ale vinului si
restabileste formele oxidate ale polifenolilor, imbunatatind calitatea vinurilor. Gratie caracterului
sau antioxidant, DFH4 a fost utilizat in cercetarile ulterioare unde s-a demonstrat ca acest compus
poseda un potential inalt de utilizare in calitate de aditiv in procesul tehnologic de fabricare a
vinurilor, 1n industria alimentara pentru stoparea deteriorarii oxidative a alimentelor si prevenirea
formarii N-nitrozaminelor (substante puternic cancerigene), in procesul de fabricare a tigarilor.
Surse importante de N-nitrozamine sunt alimentele preparate din carne, berea, cascavalurile,
pestele preparat, pestele uscat, laptele praf si produsele cosmetice, toate acestea prezentand
potentiale domenii de utilizare a DFHa.

Dezavantajele utilizarii DFH4 sunt céteva, si acestea deriva din structura acidului: acelasi
fragment enediolic care este responsabil pentru activitatea antioxidantd avansatd, are capacitatea
de a tautomeriza in forma cetonicd, susceptibili la decarboxilarer. In general, fragmentul
enediolic este destul de labil, si DFH4 se distruge foarte usor in solutie, prin autocondensare sau
oxidare, in special in prezenta metalelor de tranzitie. In acest context, sinteza derivatilor DFH,4
prezintd un interes practic deosebit, scopul principal fiind obtinerea compusilor stabili prin
inlocuirea fragmentelor carboxilice.

In ultimii ani, un accent deosebit se pune pe dezvoltarea durabild si asigurarea sanatitii
populatiei, inclusiv prin siguranta medicamentelor si a alimentelor, astfel ca obtinerea
substantelor noi cu caracter antioxidant/antiradicalic pe baza compusilor naturali este o directie

de mare interes si potential aplicativ.
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Rezultatele expuse si analizate in teza de doctor au fost obtinute n cadrul laboratorului de
Chimie fizica si Cuantica din Institutul de Chimie al Republicii Moldova, 1n cadrul proiectelor de
cercetare nr. 06.408.029, perioada de realizare 2006-2010; nr. 11.817.08.22F, perioada de
realizare 2011-2014 si nr. 20.8009.5007.27 in cadrul ,,Programului de stat 2020-2023.

Scopul lucrarii consta n cercetarea activitatii antiradicalice a acidului dihidroxifumaric si a

derivatilor sdi noi, prin metode empirice si computationale.

Pentru realizarea acestui scop au fost inaintate urmatoarele sarcini:

— sinteza si caracterizarea unor derivati noi ai DFHy;

— determinarea activitatii antioxidante/antiradicalice a substantelor cercetate prin utilizarea
radicalilor DPPH" si ABTS™;

— studiul legitatilor cinetice ce descriu reactiile dintre DFH4 si derivatii acestuia cu radicalul
stabil DPPH";

— utilizarea metodelor cuanto-chimice pentru cercetarea proceselor de izomerizare si
tautomerizare a DFHa, pentru calculul descriptorilor de reactivitate globala si locala a DFH4
si a derivatilor sdi in vacuo si solvent; pentru determinarea celui mai probabil mecanism prin
care se manifesta activitatea antioxidanta a DFHa;

— estimarea prin metode computationale a proprietdtilor farmaco-cinetice, toxicitatii si

— utilizarea metodei de andocare moleculara pentru modelarea efectului inhibitor al

compusilor cercetati asupra proteazei principale a virusului SARS-CoV-2.

Noutatea si originalitatea stiintifica rezida in elaborarea unor metode noi de obtinere a
zece de derivati stabili ai DFH4 (dintre care 9 compusi sunt noi) cu proprietati antiradicalice, cu
potential de utilizare in diferite ramuri ale industriei, precum industria alimentara si farmaceutica.
Avand 1in structura sa fragmente carboxil-, hidroxil- si olefind, DFH4 poate fi utilizat pentru a
crea macrocicli porfirinici sau pirimidinici. Totusi, in pofida progreselor evidente in aceastd
directie, chimia acidului dihidroxifumaric, raméane a fi un domeniu slab studiat in multe aspecte.
Printre lucrdrile ce tin de modificarea DFH4 existd date limitate cu privire la sinteza derivatilor
aminici, inclusiv a celor cu un fragment heterociclic. In acelasi timp, derivati ai DFH4 ce contin
azot pot deschide noi posibilitati in sinteza organica: selectarea combinatiilor adecvate de
substituenti va permite adaptarea polaritatii in limite largi, a capacitatii de solvatare, a
proprietatilor catalitice si, prin urmare, poate influenta profunzimea si selectivitatea reactiei. Din

punct de vedere practic, nucleul benzimidazolic, care a fost unul din fragmentele alese pentru
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obtinerea derivatilor, s-a bucurat de un interes stiintific considerabil odata ce s-a constatat ca
benzimidazolul inhiba cresterea drojdiilor si anumitor bacterii, iar unii derivatii benzimidazolici
poseda diferite efecte farmacologice (antihistaminic, antiulcer, antihipertensiv) si sunt pe larg
utilizati in tratamentul clinic. Derivatul anilinei pe bazd de DFH4 ar putea si el prezenta interes,
tinand cont de faptul cd un compus similar, acetaminofenul (comercializat sub marcile Panadol,
Tylenol, paracetamol) este cel mai popular medicament pentru reducerea febrei si a durerilor.

Cinetica reactiilor dintre derivatii obtinuti si radicalul DPPH" a fost studiata utilizand
metoda stop-flow care a permis monitorizarea spectrofotometricd a reactantilor dupd prima
jumatate de secunda de reactie. Accesul la timpuri atat de mici de reactie permite determinarea
vitezei de reactie, stoichiometriei si ordinelor de reactie pentru etapa initiald a reactiei,
inaccesibild pana acum.

Cercetdrile cuanto-chimice au permis identificarea, pentru prima data a celor trei izomeri
al DFH4, precum si abundenta acestora in diferite medii. S-au determinat orbitalii responsabili
pentru manifestarea activitatii antiradicalice. Pentru prima datd au fost utilizate metodele cuanto-
chimice pentru determinarea indicilor de reactivitate globald si locala a DFH4 si a derivatilor
obtinuti. Au fost utilizate metode computationale de prezicere a proprietdtilor farmaco-cinetice,
de toxicitate si biodisponibilitate pentru substantele cercetate, iar la final a fost demonstrata o
buni similitudine cu medicamente ale compusilor cercetati. In premiera a fost utilizata metoda
andocarii moleculare pentru relevarea interactiunilor dintre substantele cercetate si proteaza
principald a virusului SARS-CoV-2, cu scopul de a determina potentialul de inhibitie a acestui

virus de cdtre compusii vizati 1n studiu.

Ipoteza de cercetare se bazeaza pe faptul ca acidul dihidroxifumaric este un compus
natural ce participa activ In metabolismul celulelor, facand parte din ciclul acizilor di- si
tricarboxilici, cu proprietdti antioxidante/antiradicalice semnificative. Conform ipotezei de
cercetare, pot fi obtinuti derivati ai acestui acid prin metode de sinteza care ar permite
stabilizarea structurii chimice fatd de procesele oxidare, autocondensare, decarboxilare, cu o
pastrare concomitenta a activitatii antiradicalice.

A doua ipotezd constd 1n faptul ca derivatii obtinuti vor demonstra caracteristici similare
medicamentelor in ceea ce priveste biodisponibilitatea, absorbanta, distributia, metabolism
celular, excretie si toxicitate, datoritd utilizarii in sinteza chimica a fragmentelor cunoscute

pentru utilitatea lor clinica in designul medicamentelor.
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Semnificatia teoretica. Rezultatele cercetdrii contribuie la fundamentarea cunostintelor in
domeniul cineticii chimice a reactiilor dintre compusii antioxidanti si radicaliit DPPH" si ABTS".
Rezultatele au confirmat posibilitatea obtinerii derivatilor cu caracteristici antiradicalice pe baza
DFHa,, largind astfel baza compusilor cu potential aplicativ in ramurile industriei ce au impact
direct asupra sandtdtii omului. Rezultatele cercetarilor computationale demonstreaza potentialul
de aplicare al metodelor teoretice si predictive in etapele de design al noilor derivati cu caracter

antioxidant/antiradicalic.

Valoarea aplicativd. Au fost obtinuti de catre autor zece derivati pe bazd de DFH4, dintre
care noud compusi sunt noi, iar patru compusi poseda activitate antioxidantd/antiradicalica
pronuntata fata de radicalii DPPH" si ABTS"* demonstrata experimental si argumentata teoretic,
avand proprietdti similare medicamentelor, prezise computational, inclusiv proprietati farmaco-
cinetice si de toxicitate, precum si o buna biodisponibilitate. Toti compusii cercetati au aratat
energii de legare cu proteaza principald a virusului SARS-CoV-2 similare sau mai bune decat

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

Implementarea rezultatelor stiintifice. Cercetarea a servit drept bazad pentru dezvoltarea
directiei de cercetare a reactiilor dintre substante cu caracter antioxidant/antiradicalic cu radicalii
DPPH" si ABTS"* in cadrul Laboratorului de Chimie Fizica si Cuantica. Rezultatele obtinute pot
fi interesante pentru firmele farmaceutice, pentru producdtorii aditivilor alimentari. Metodele
cuanto-chimice utilizate In premierd in cadrul Laboratorului de Chimie Fizicd si Cuantica vor
contribui la fundamentarea cunostintelor studentilor/masteranzilor/doctoranzilor cu privire la
metodele teoretice disponibile pentru cercetarea si prognozarea reactivitatii substantelor chimice
de interes. A fost elaboratd prelegerea Cinetica chimica a sistemelor ecologice pentru studentii
an. III a Facultatii de Chimie si Tehnologie Chimicd a USM, unde au fost utilizate rezultatele

obtinute in lucrarea de fata.

Aprobarea rezultatelor. Rezultatele obtinute la tema tezei sunt reflectate in 18 lucrari
stiintifice: 6 articole in reviste internationale cotate ISI si Scopus (dintre care doua fara coautori);
2 articole in reviste internationale recunoscute si 1 articol in revista nationald de categoria B,
precum si 9 rezumate la diferite manifestari stiintifice nationale si internationale. Cercetarile
realizate si rezultatele obtinute au fost raportate si discutate in fiecare an la sedintele semestriale
ale Laboratorului de Chimie fizica si Cuantica in perioada studiilor la doctorat. De asemenea,

rezultatele obtinute au fost prezentate la diferite manifestari stiintifice: 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); Bcepoccuiickast Hayd.-TipaKT.
kKoH(. ¢ MexayHap. ydactuem, (Yda, Poccus, 25-26 ¢eBp. 2011); The 3rd International
scientific and practical conference (Chicago, 2021), The 1st International scientific and practical
conference (Vancouver, 2021), A 7-a editie a conferintei internationale ECOLOGICAL AND
ENVIRONMENTAL CHEMISTRY-2022, conferinta nationald cu participare internationala
"Stiintele vietii In dialogul generatiilor: conexiuni intre universitati, academie si comunitatea de

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

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese. La
elaborarea tezei de doctor, metodologia de cercetare s-a bazat pe principiile chimiei organice, n
ceea ce priveste sinteza compusilor prin optimizarea metodelor cunoscute, precum si pe
principiile fundamentale ale chimiei fizice, pentru studiul vitezelor de reactie, a constantelor de
viteza, stoichiometriei si ordinelor de reactie. Luand in consideratie viteza fulgeratoare a
reactiilor dintre radicalii liberi si substantele antioxidante, aparatul stop-flow a permis urmarirea
spectrofotometrica a reactiei dupa prima jumitate de secunda. In cadrul cercetarii au fost de
asemenea utilizate metode analitice, de analiza calitativa si cantitativa; metode generale de
cercetare stiintificd (logica, analiza, sinteza, planificarea experimentului chimic); metode
computationale (orbitali de frontierd, reactivitate globala si locald, potential electrostatic, etc.),

metode moderne de modelare a proprietatilor farmaco-cinetice, metoda andocarii moleculare.

Sumarul capitolelor tezei

Lucrarea contine adnotarea scrisa n 3 limbi: romana, rusa si engleza, lista tabelelor, lista
figurilor, lista abrevierilor, introducere, patru capitole, concluzii si recomandari, bibliografie,
declaratia privind asumarea raspunderii si CV-ul autorului. Continutul tezei constituie 127 pagini
de text principal completat cu 28 tabele si 78 figuri.

In Introducere sunt descrise actualitatea si importanta temei studiate, este formulat scopul
si obiectivele tezei, este descrisd noutatea si originalitatea stiintificd a cercetarilor, importanta
teoreticd si valoarea aplicativa a lucrarii, aprobarea rezultatelor, fiind argumentata metodologia
de cercetare si justificate metodele de cercetare alese.

In Capitolul 1 se discutd structura si transformarile acidului dihidroxifumaric, sunt
prezentate abordarile teoretice si practice generale ce tin de metodele de studiu a izomeriei cis-
/trans-, rolul DFH4 in sistemele biologice, importanta in cadrul postulatelor chimiei prebiotice,

precum si rezultatele aplicative obtinute cu utilizarea DFHa.
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In Capitolul 2 este expusi metodologia de cercetare pentru realizarea scopului si
obiectivelor propuse, dupd cum urmeaza: descrierea echipamentului si a reactivilor, a metodelor
de determinare a activitatii antioxidante cu utilizarea radicalilor DPPH" si ABTS""; prezentarea
tehnicilor de sinteza utilizate de cétre autor pentru obtinerea celor zece derivati (dintre care 9
sunt noi) ai DFHg, si a metodelor computationale utilizate pentru efectuarea calculelor cuanto-
chimice, a modelarii proprietatilor ADMET si a andocarii moleculare.

Capitolul 3 descrie obtinerea si caracterizarea derivatilor sintetizati de catre autor din
DFH,, determinarea activitatii antioxidante a DFHs si a derivatilor sdi noi prin utilizarea
radicalilor DPPH" si ABTS""; precum si studiul legitatilor cinetice ce descriu reactiile dintre
acidul dihidroxifumaric si derivatii acestuia cu radicalul DPPH": viteze de reactii, constante de
viteza, stoichiometria reactiilor, ordine de reactie.

In Capitolul 4 este prezentat un amplu studiu teoretic care cuprinde identificarea
izomerilor enediolici si cetonici ai DFH4 in vacuo si in apa, studiul termodinamic si cinetic al
izomerizarii geometrice si tautomerizarii celor mai stabili izomeri ai DFH4 in vacuo si in apa,
determinarea indicilor de reactivitate globala si locald pentru compusii studiati prin metoda
functiilor Fukui, Parr si a indicelui diferentei de reactivitate locala, si utilizand teoria orbitalilor
moleculari de frontierd, in vacuo, apa si metanol. De asemenea, au fost estimate proprietatile
farmaco-cinetice si de toxicitate a derivatilor cercetati, precum si potentialul de inhibitie a
acestora asupra virusului SARS-CoV-2 prin metoda andocérii moleculare.

La finele fiecarui capitol se regasesc concluziile care redau Tn mod generalizat cele mai
importante aspecte ale informatiei prezentate. In compartimentul Concluzii generale si
recomandari sunt expuse concluziile principale In baza rezultatelor obtinute in tezd, importanta

practica a acestora si posibilitatea implementarii lor.
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1. ACIDUL DIHIDROXIFUMARIC: TRANSFORMARI CHIMICE,
PARTICULARITATI, IMPORTANTA iN ORGANISMELE VII SI
PROCESE TEHNOLOGICE

1.1. Formarea radicalilor liberi in organismele vii si alimente

Ultimele decenii se caracterizeaza printr-un interes sporit fata de cercetdrile ce se refera la
liberi. Studiile ce tin de biologia si medicina radicalilor liberi se extind rapid, deoarece acesti
compusi au un rol important pentru sdnatatea umana si, prin urmare, pentru calitatea vietii [1].

Oxigenul este esential pentru viata organismelor aerobe, insa poate deveni toxic in
concentratii prea mari. Desi oxigenul molecular in stare fundamentald este un gaz inert,
reducerea partiald a acestuia duce la formarea speciilor reactive de oxigen (SRO), iar acumularea
daunelor cauzate de SRO std la baza uneia dintre cele mai larg acceptate teorii a Tmbatranirii
[2,3,4].

In celule, radicalii liberi se formeaza in mod continuu, fiind produse secundare ale
metabolismului oxigenului in timpul procesului de fosforilare oxidativd care are loc in
mitocondrii. Astfel, principala sursa de radicali liberi in vivo este mitocondria [5], urmata de
peroxizomi si reticulul endoplasmatic, activitatea enzimelor, metabolismul acizilor grasi si
celulele fagocitare [6]. Surse exogene de radicali liberi includ fumul de tigara, radiatia ionizanta,
unii poluanti, solventii organici, ionii metalelor de tranzitie, pesticidele.

Studii recente au demonstrat cd radicalii liberi indeplinesc multiple functii biologice
importante, de exemplu SRO si speciile reactive de azot (SRA) opereaza iImpreuna cu speciile
reactive de halogeni (SRH), ca parte a raspunsului imun celular la infectia cu microorganisme
[7,8], si chiar poseda functii de semnalizare, activind cdi biochimice specifice in interiorul
celulei [8,9]. O buna functionare fiziologica impune necesitatea unui echilibru intre radicalii
liberi si sistemele de dezactivare a acestora. Atunci cand radicalii liberi coplesesc capacitatea
organismului de a-i regla, apare o afectiune cunoscutd sub numele de stres oxidativ [8,10],
corelatd cu o incidentd maritd a bolilor degenerative, cum ar fi cancerul, bolile cardiovasculare,
cataracta, bolile ficatului, inflamatii, insuficienta renala s.a. [11,12]. Astfel, in concentratii mari,
interactiunea acestor specii cu membranele lipidelor, acizii nucleici, proteine si enzime sau alte
molecule mici, duce inevitabil la leziuni celulare. Cand SRO actioneaza asupra ADN-ului,
guanina este transformata in 8-oxoguanind, permitdndu-i sa se cupleze cu citozina si adenina.
Aceastd mutatie poate aparea atat in ADN-ul nuclear, cat si In cel mitocondrial si poate da

nastere la rupturi duble ale catenei In ADN, ducand la instabilitate genomica [4,13]. Deteriorarea
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proteinelor are loc prin oxidarea de catre SRO a lanturilor laterale si a lantului principal de
aminoacizi, in special n reziduurile de cisteind si metionina care contin tiol; acest lucru poate
modifica structural proteina si poate duce la pierderea functiei sau la utilizarea proteinei pentru
semnalizarea mediata de SRO [14]. In cazul lipidelor, expunerea acestora la SRO are ca rezultat
peroxidarea lipidelor, cauzand deteriorarea membranei celulare si generdnd produse secundare
reactive care pot deteriora si mai mult celula [15].

O alta directie semnificativ influentatd de formarea radicalilor liberi, la fel de importanta
si strans legatd de sanatatea omului, este industria alimentara. Produsele alimentare ce contin
grasimi si uleiuri, cum ar fi carnea, mezelurile, uleiurile vegetal, lactatele si produsele de
panificatie sunt susceptibile la oxidare datoritd compozitiei lor chimice [16]. Oxidarea
alimentelor, ce duce inevitabil la rancezire, reprezintd a doua cea mai importantd cauza de
deteriorare a alimentelor, dupa alterarea microbiana [17]. Astfel, in timpul pastrarii indelungate a
produselor alimentare apar schimbari organoleptice, in special din cauza procesului de auto-
oxidare a acizilor grasi nesaturati, care sunt mai vulnerabili la rAncezire din cauza stabilitatii mai
mici In comparatie cu acizii grasi saturati. Aceste produse oxidate pot avea diferite tipuri de
efecte nocive, cum ar fi citotoxicitatea, mutagenitatea, ulcerul peptic, placa aterosclerotica,
stresul oxidativ etc. [16]. Auto-oxidarea produselor alimentare este influentata de diversi factori
precum temperatura, lumina, oxigenul, umiditatea, radiatiile ionizante, catalizatori, tipurile de
ulei, microorganisme si conditii de procesare si/sau depozitare si pot fi prevenite sau blocate n
cadrul diferitor etape tehnologice (prelucrare, ambalare si depozitare).

O metodd pe larg utilizatd pentru prevenirea oxidarii este imbogdtirea alimentelor cu
antioxidanti in timpul procesarii si conservarii. Mecanismele de actiune ale antioxidantilor sunt
diferite, inclusiv controlul pro-oxidantilor, inactivarea radicalilor liberi si controlul substraturilor
predispuse la oxidare (acizi grasi nesaturati si oxigen) [18]. Cu toate acestea, industria utilizeaza
in mare parte aditivi sintetici, care insd sunt priviti cu precautie sau chiar negativ de cétre
consumatorii moderni, care prefera antioxidantii naturali si alimentele fard aditivi sintetici
[17,18,19].

Un numar mare de acizi organici si saruri ale acestora sunt deja aprobati pentru utilizare
in industria alimentara, de exemplu acizii malic (E296), tartric (E334), ascorbic (E300), lactic
(270), succinic (E363) [20]. Acizii lactic, citric, tartric sunt, de asemenea, pe larg utilizati in
industria farmaceutica si de fabricare a produselor cosmetice [21].

In acest context, trebuie subliniati importanta cercetirilor referitor la obtinerea derivatilor

cu caracteristici antioxidante/antiradicalice pe baza de DFHy, largind astfel baza compusilor cu
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potential aplicativ in ramurile industriei ce au impact direct asupra sanatatii omului si a calitatii
vietii.

1.2. Structura si transformarile acidului dihidroxifumaric, aspecte generale

Acidul dihidroxifumaric, numit sistematic acidul (2£)-2,3—dihidroxibut—2—enedioic
conform IUPAC [22], este un dihidroxiacid dicarboxilic, care se obtine din acid tartric prin
dehidrogenare lenta sau procese de oxidare. Pentru prima data, DFH4 a fost obtinut prin procedee
chimice in 1894 de catre Fenton, in urma oxidarii acidului tartric cu peroxidul de hidrogen, in
prezenta Fe(Il) [24,24].

DFH4 poseda izomerie cis- si trans-. Astfel, trans-izomerul poartd numele de acid
dihidroxifumaric, iar cis-izomerul se numeste acid dihidroximaleic. La sfirsitul secolului XIX,
Fenton a propus ideea cd DFH4 exista preponderent sub forma de cis-izomer, prin urmare, in
toate lucrdrile stiintifice publicate inainte de anii 1950, acidul este mentionat ca dihidroximaleic.
La inceputul secolului XX a fost demonstrat [25] cd formele cis- si trans- sunt identice chimic,
iar in 1953 Hartree [26] a ajuns la concluzia ca atat in forma cristalind, precum si in solutie,
acidul existd doar sub forma de trans-izomer. In solutie, DFH4 se regiseste in douid forme
tautomerice aflate in echilibru dinamic (Fig. 1.1.), iar concentratia formelor tautomerice depinde

de pH-ul solutiei [27,28].

HO  CO,H HO  CO,H

HO,C OH HO,C @)
1

Fig. 1.1. Reprezentarea schematica a tautomeriei DFH4

Literatura de specialitate mentioneaza cateva dezavantaje in lucrul experimental cu
utilizarea DFH4, si anume: instabilitatea acestui acid in mediul apos (Figura 1.2.), in special din
cauza transformarilor oxidative care duc la formarea acidului dicetosuccinic [29,30], si a
decarboxilarii cu formarea glicolaldehidei, precum si solubilitatea redusa a acidului si a sarurilor

sale de Na*, K*, si NH4" in apa [31,32,33].

O\ CO,H HO COH o\ CO.H OH
(0)
P G
Ho,c” g HO,C OH HO,C o 200 N\
Acid dioxosuccinic Acid dihidroxifumaric (forma cetonica) Glicolaldehida

Fig. 1.2. Prezentarea schematica a principalelor cii de degradare a DFH4 in solutie
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Anterior a fost aratat ca proprietatile fizice si chimice ale DFH4 variaza semnificativ in
dependenta de specia cercetatd: acid dicarboxilic, baza conjugatd a acidului dicarboxilic, sau
diester, si literatura de specialitate mentioneazd cd aceste specii posedd (a) comportament
nucleofilic sau electrofilic; si/sau (b) caracter oxidant sau reducator (Figura 1.2). DFH4 poseda
caracter nucleofilic foarte putin pronuntat, in timp ce ionizarea grupdrilor carboxilice Tn mediu
bazic duce la deprotonarea acidului si formarea ionului dicarboxilic (DFH2") cu caracter
nucleofilic foarte pronuntat [34,35], in timp ce formele esterificate demonstreaza reactivitate

electrofila [35,36,37].

OH OH OH
AlcO,C —_F H = © 5
2 \H\ CO,Alc 0 \H\ CO,H 0. \%\ CO,
OH OH OH

Esterul acidului DFH4 DFH4 DFH4 dicarboxilat
OR OH OR COH
o) P )
Nue OH OR OH ) OR
E+
comportament comportament
electrofilic nucleofilic
a)
0 O
R—O.
0ox O—R
——
Oxidare 0O 0
OH 0
R—OH OH o
/ O—R red R—OH
O ———— _
OH O—-R
Reducere o
OH
b)

Fig. 1.3. Reprezentarea schematica a electrofilicitatii si nucleofilicitatii DFH4 (a) si a
caracterului oxidant/reducator (b) [38]
Stabilitatea speciilor mentionate anterior este, de asemenea, diferitd. La temperatura
camerei, DFH4 dispare intr-un timp destul de scurt (pand la o ord), suferind transformari
oxidative, de auto-condensare si decarboxilare, in timp ce forma esterificatd ramane stabila timp

de mai multe saptamani, fara a suferi procese de degradare sau auto-condensare [33,38]. DFH4
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este mult mai solubil in solventi organici, In comparatie cu esterul sau dimetilic, care se
solubilizeaza fara reflux la temperatura camerei doar in diclorometan intr-o concentratie
nesemnificativa (< 0.05 M) [38]. Tonul dicarboxilic este foarte rapid oxidat de catre oxigenul
atmosferic, iar auto-condensarea are loc in doar cateva ore [35].

Avand in vedere structura acidului dihidroxifumaric 1, atacul reagentilor asupra
moleculei sale este indreptat in general asupra gruparilor carboxil sau hidroxil. Transformarea
ulterioard a compusilor rezultati conduce la formarea substantelor cu un numar mai mare sau mai
mic de atomi de carbon decét acidul initial. Pe de alta parte, tendinta catre tautomerismul ceto-
enolic al DFHy4 si izomerizarea trans- izomerului 1 in izomerul cis- 8 a starnit interesul autorilor

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

HO CO,H
HO,C OH
< 1 RA
?’/ l \\\\O
HO CO,R A-C (0) H A-C HO OH
>:< OH _
RO,C OH RO,C COR RO,C CO,R
2 R=Et (35% metoda A) 4 R=Et (11%) 6 R=Et (25%)
3 R=Me (45% metoda B) 5 R=Me (nedetectat) 7 R=Me (nedetectat)
(49% metoda C)
HO OH
HO,C CO,H
8

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

Fig. 1.4. Reprezentarea schematica a transformarilor chimice ale DFH4 din [16]

Astfel, amestecul de esteri etilici 2, 4, 6 a fost sintetizat prin mentinerea prelungita a
acidului 1 in etanol/HCI. O abordare analogica a fost utilizata pentru omologii 3, 5 si 7. Cu toate
acestea, a fost izolat numai esterul dimetilic 3. Alternativ, substanta 3 a fost sintetizatd prin
metilare cu diazometan [26].

Rezultatele obtinute prin compararea constantelor de disociere si a proprietatilor

chimiotactice ale acidului 1 cu cele ale compusilor cu structura nrudita confirma structura trans-
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in solutie apoasa. Formarea culorii gri-maro cu FeCls (violet la alcalinizarea mediului) este in
contrast cu culoarea verde obisnuita pentru gruparile OH in configuratie cis- [26].

Faptul cd procesele de etilare si metilare, efectuate In conditii foarte asemandtoare cu
alcooli/HCI, duc la formarea produselor cu structuri diferite (Schema 4) se datoreaza probabil
valorilor diferite ale solubilitétilor esterilor etilici si metilici respectivi in amestecurile de reactie
mentionate. Astfel, dupd tratare cu EtOH/HCI, compusii 4 si 6 pot fi izolati, in timp ce dupa
tratarea cu MeOH/HCI, este detectat doar esterul 7 (identic cu cel preparat cu CH2Nz). Conversia
partiala a compusului 2 in 6 are loc 1n conditii acide de esterificare si faptul ca esterul metilic nu
este Insotit de alti izomeri dupa metilare in conditii similare, demonstreaza structura frans- a
produsul initial 1 [26,28].

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

determinat autorii [39] sd incerce prepararea derivatilor 8-13 plecand de la acidul 1 (Figura 1.5).

(0]
MeO,C OH MeOH/HCI HO,C OH MeO,C H CO,Me
I sau CH,N, I cetena 0 + I
HO HO CO,H MeO,C HO,C CO,Me
(0]
Ceg 1 9 (82%) 10 (randamentul
&na nu se indica)
MeO,C OCOCgHs Meozo:( OCOCgHs  MeO,C OCOMe MeO I CO.Me
MeO,C~ > OCOCeHs  CeHsOCO CO,Me MeOCO CO,Me MeO,C~ = CO;Me
11 (randamentul 12 (nu a fost obtinut) 13 (randamentul 10 (randamentul
nu se indica) nu se indica) nu se indica)

Fig. 1.5. Reprezentarea schematica a transformarilor chimice ale DFH4 din [40]

Ca rezultat, a fost demonstrat ca benzoilarea trans- dimetileterului de dihidroxifumarat 7
prin actiunea BzCl/Py duce la formarea dimetil dibenzoilfumaratul 11 ce poseda centro-simetrie
[39]. Formarea frans- dimetil dibenzoilfumaratului 12 nu a fost depistatd. Reactia trans- esterului
3 cu cetend a dus la formarea esterului trans- diacetilic 13. Ca produs secundar in prepararea
lactonei o, - nesaturate cu 5 membri 9, a fost izolat compusul 10. Astfel, s-a demonstrat ca
produsul 10 poate avea configuratia trans- numai daca in acetilarea trans- enediolului 1, inainte

de anhidrizare a avut loc decarboxilarea [39].

28



MeO,C OH  MesSiCl HO,C OH 1 CO.R?
I MeOH, 20°C I AsauB R OI 2
0,
HO CO,Me 66% HO CO.H R20,C OR3
3 1 14 (R'=H, R?=R3=SiMe;, 92%)

15 (R'=R?=R3=SiMe,, 95%)

A: MesSi-acac, 70°C; B: C3H5SiMe3, CF3S0O5SiMes, MeCN, 20°C

Fig. 1.6. Reprezentarea schematica a transformarilor chimice ale DFH, din [41]

O alta directie cercetata anterior este actiunea diferitor agenti de sililare asupra acidului 1
[40]. Sub actiunea eterilor enolici ai trimetilsilil 2,4-pentandionei (MesSi-acac), acidul 1 a fost
transformat in mono-acidul 14. Produsul 15 a fost obtinut ca rezultat al sililarii acidului 1 cu
ariltrimetilsilan si trimetilsilil triflat in acetonitril, la temperatura camerei (Figura 1.6.).

Autorii [35,42] subliniaza potentialul semnificativ de aplicare a transformarilor DFH4 1n
mediul apos, in reactii de formare a legaturilor carbon-carbon stereoselective, astfel DFH4 ar

putea deveni un bloc important pentru utilizare in sinteza organica.

dihidroxifumarat

ca electrofil I ca nucleofil
0,C OH
“O,C (e}
? >—< - f\ OoH
O

HO H
"a-carboxiglicolaldehida" ﬂ "a-hidroxiacetil"
-OH
-0,C =
\5/\”/\ OH
OH O

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

anionului) si ca electrofil (a-carboxiglicolaldehidd) in mediul apos [35]

In cercetdri anterioare s-a aritat ci atunci cind DFH4 a actioneazi ca nucleofil, este
echivalentul umpolung al a-hidroxiacetil anionului, iar in conditiile in care actioneazd ca
electrofil, este echivalent cu carboxiglicolaldehida (Figura 1.7). Cei doi sintoni mai sus amintiti
sunt accesibili prin procedee destul de complicate, in special in conditii apoase, prin urmare,
utilizarea DFH4 ar putea usura semnificativ unele procedee de sinteza organica [35,42]. Pe langa
aplicatii la sinteza de molecule mici, autorii [42] atestd posibilitatea implementarii lor in sinteza

totala. De exemplu, scheletul dimerului liniar al DFH4 se regaseste in produse naturale complexe,
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cum ar fi acizii zaragozici (squalestatine) [43,44]. Acesti acizi sunt inhibitori puternici ai squalen
sintetazei, enzima care catalizeaza prima etapa in mecanismul de biosintezd a colesterolului,
inhiba cresterea limfomului transformat cu virusul Rauscher si a carcinomului pulmonar Lewis
in vivo [45]. Mai mult, acizii zaragozici au fost capabili sa potenteze efectele antitumorale ale
imunoterapiei active si adoptive prin prelungirea supravietuirii globale a soarecilor purtdtori de
tumori, evidentiind potentialul antitumoral al acestor compusi [46].

Se cuvine de a mentiona aici cd transformarile acidului dihidroxifumaric prezinta interes

nu doar in experiente de laborator, dar si in sisteme naturale.

1.3. Acidul dihidroxifumaric in contextul chimiei biotice si prebiotice

1.3.1. Acidul dihidroxifumaric in sistemele biologice

In mod similar cu alti hidroxiacizi, precum acizii malic, lactic, glicolic, citric, tartric, si
acidul dihidroxifumaric are un rol important in natura vie, fiind cunoscut ca un intermediar in
ciclurile acizilor di- si tricarboxilici. Primele dovezi ale importantei sale biologice au aparut in
1915 atunci cand Neuberg [41] a descoperit ca DFH. este fermentat de drojdie. In 1938 Banga si
co-autorii [47,48] au extras din plante o enzimd, numitd de catre ei oxidaza acidului
dihidroxifumaric, produsul de oxidare a careia s-a dovedit a fi, mai tarziu, acidul dicetosuccinic.
In 1940 Theorell a descoperit o enzima in unele plante, care a oxidat acidul dihidroxifumaric cu
o puternica absorbtie de oxigen, si a demonstrat ca acea enzima a fost peroxidaza [49].

Cercetarile efectuate in anii ‘80 ai secolului trecut au demonstrat ca centrele active ale
dihidroxifumarat oxidazei i peroxidazei sunt compusi coordinativi ai cuprului si fierului [50].
Conform celor mentionate anterior, aceste enzime catalizeaza transformarea DFH4 in acid
dicetosuccinic 16 (Figura 1.8).

Prin urmare, s-a sugerat [50] cd in sistemul oxigen + DFHs-oxidaza, rolul DFH4 este
similar cu cel al acidului ascorbic 17 in sistemul ascorbat-oxidaza, care duce la formarea o-

dicetonei 18 (Figura 1.9).

CO,H
HO  COH 4412 0, + DFH, oxidaza Q 2

HO,C  OH HO,C ©
1 16

Fig. 1.8. Transformarea DFH4 in acid dicetosuccinic sub actiunea DFHs-ozidazei

Se poate observa din aceste scheme cd DFH4 poseda unele similitudini structurale cu
acidul ascorbic si, prin urmare, in oxidarea biologica acesta poate juca un rol similar cu cel al

ascorbatului, si anume de transportor intermediar al hidrogenului de la substraturi la oxigen [28] .
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Functia oxidazica a peroxidazei a fost demonstrata mai tarziu si fata de alti compusi, cum
sunt: glutationul, hidro- si naftochinona, fluoroglicina si altele [50]. O conditie necesara pentru
decurgerea reactiei de oxidaza s-a demonstrat a fi prezenta cofactorilor - ioni de mangan si
diferiti compusi fenolici. Mai multe informatii referitoare la anumite reactii enzimatice ale
acizilor dihidroxifumaric si dicetosuccinic in tesuturile plantelor au fost obtinute de Stafford,

Magaldi, si Vennesland in 1954 [51].

@)

+1/2 O, + L-ascorbat oxidaza

HO OH
17
Fig. 1.9. Transformarea acidului ascorbic sub actiunea L-ascorbat ozidazei

Rolul DFH4 in metabolismul animalelor a fost evidentiat pentru prima data in 1934, cand
s-a constatat cresterea continutului de glicogen in muschi dupd incubare cu DFH4 [52]. Mai
tarziu, a fost descoperitd o secventd de reactii enzimatice care s-au dovedit a fi o cale de
gliconeogeneza bazata pe probabilitatea ridicatd de formare a unei pentoze (sau a unei fosfat
pentoze) la aditia DFH4 si gliceraldehidelor (sau fructoza-1,6-difosfat si aldolaza ca o sursa de
gliceraldehid-3-fosfat), in extractul de muschi de iepure. Secventa de reactii care duce de la

DFH, la 3-cetopentoza 19 este prezentata in Figura 1.10 [53].

CO,
3 Ve %
CO,H
. HQ, HO.__CH,OH
OHC o)
HO,C  OH o OHo/CHon OH
1 CH,OH
M—cozH 2
" HO,C 19
CO,

Fig. 1.10. Transformarile DFH,4 care duc la formarea 3-cetopentozei

Este binecunoscut faptul cd acizii organici di - si tricarboxilic joacd un rol important in
metabolismul plantelor si animalelor. Produse ale transformarii carbohidratilor, acestia participa

la biosinteza alcaloizilor, glicozidelor, aminoacizilor si altor compusi biologic activi.
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Fig. 1.11. Interrelatia ciclurilor metabolice [S0]

(A) — ciclul acizilor tricarbonici (Krebs), (B) — ciclul glioxalic, (C) — ciclul acizilor dicarbonici
(Baroud). I — acidul citric, Il — acidul cis-acinitic, IIl — acidul iso-citric, IV — acidul oxalo-
succinic, V — acidul a-cetoglutaric, VI — succinoxoenzima A, VII — acidul succinic, VIII — acidul
Sfumaric, IX — acidul maleic, X — acidul oxalo-acetic. 0 — acetyl coenzima A; 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 glicolica, 12 — aldehida
oxalicd; 13 — acidul glicolic, 14 — acidul glioxalic, 15 — acidul oxalic
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Acidul dihidroxifumaric este legat cu ciclul acizilor di- si tricarboxilici, si cu ciclul
glioxalic prin ciclul de transformare al acidului tartric, dupa cum se observa din Figura 1.11 [50].

Trebuie mentionat faptul cad principala functie a acestor cicluri constd in faptul ca ele
descriu etapele finale de oxidare a glucidelor, lipidelor si proteinelor, deoarece in procesele
metabolice glucoza, acizii grasi si aminoacizii sunt transformati fie n acetil-CoA, fie in compusi
intermediari ai ciclurilor mentionate anterior [4,50]. Acidul dihidroxifumaric se formeaza din
acid tartric prin dehidrogenare, in prezenta nicotinamid adenin dinucliotidei (NAD), a

dehidrogenazei acidului tartric, si a fierului bivalent.

1.3.2. Participarea DFH, in formarea supramoleculelor in perioada prebioticdi

Cercetdrile privind originea vietii pe Pamant efectuate in cardul chimiei prebiotice din
ultimii decenii, sustin ideea asa-numitului ,,scenariului glioxalic” postulat de Eschenmoser
[36,54,55], conform céruia glioxalul si dimerul acestuia, DFH4, sunt priviti ca molecule centrale
de la care a pornit sinteza moleculelor biogene in ,,bulionul primordial” din care a aparut viata.
Potrivit acestei ipoteze, glucidele, aminoacizii, bazele nucleotidice si alti compusi care participa
in ciclul acidului citric s-ar fi putut forma nu doar prin reactia clasicd pornind de la aldehida
formicd [56], ci si prin reactiile ,,aqua-oligomerilor ai monoxidului de carbon precum sunt
glioxalul si acidul dihidroxifumaric” (Figura 1.12) [42].

Astfel, interesul fatd de acidul dihidroxifumaric a sporit semnificativ in ultimii ani, in
incercarea cercetatorilor de a examina mai detaliat aceasta ipoteza.

Unele secvente mecanistice ale scenariului glioxalic au fost deja confirmate, de exemplu
reactiile in solutii apoase dintre dihidroxifumarat si cateva aldehide cu lant scurt au aratat ca
produsele de reactie (dihidroxiacetona, tetruloza si doud pentuloze) s-au format cu o conversie
cantitativd practic completd, aldozele fiind nedetectabile, ceea ce confirma faptul cd reactiile
dintre DFH4 si aldehide ar putea constitui o cale de formare a carbohidratilor [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 in contextul scenariului glioxalic este bis-decarboxilarea DFH4 in solutii apoase, cu
formarea aldehidei glicolice care poate In continuare s formeze aldoze cu lant carbonic superior

[59].
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Compusi pirimidinici  Alanind
Acid pu uvic Acid aspartic
Acid oxaloactic

Aldehida glicolica

}

HO,C COH ,
HO—Z(ID—CI:ch:\H ?OQH HO?CE C|:OZH Acid carboxi-cetoglutaric
HOLC—C-OH g GOH _ _ HO-C—CHOH 1= Aid cetoglutaric
sl GoH Q=G Acid glutamic
,C-CHOH GogH HOLC '
COH l
HOQ(I: (;,OZH HOQ(I: (I:OQH HOQ(F
HO—(I:—CHOH HO—(I-)—CHOH H(;,—OH
0=C ‘ 0=C ; 0=C Trioze
Ho—(::—cI:HOH — Hc::—OH ™ HC-OH > Acid aspartic
HO,C CO,H HO,C HO,C Alanina
| l
p Y
OIS Tetroze Acid glutamic
P1.01111.a L Treonind Acid aminolevulinic
Citrulina Metionini Histidina

Fig. 1.12. Reprezentarea schematica a scenariului glioxalic: biomoleculele ce se pot forma

din constituentii ciclului acidului dihidroxifumaric [36]

In urma sintezelor efectuate, autorii [54] au propus (Figura 1.14) o relatie ipotetici intre
acizii carboxilici identificati de ei, tinand cont de propunerea ,,scenariului glioxalic” ca punct de
plecare. Principalele reactii propuse pentru interconexiunile dintre diferitii acizi carboxilici sunt
carboxilarea reductiva, carboxilarea, reducerea grupdrii carbonil, reducerea alchenelor,

deshidratarea, hidratarea, decarboxilarea oxidativa si oxidarea radicalica.

OH @
(80/ S) © 0,c_OHOH O OH
2 CO, - OQCMcgz HO\)KH\CO "
2

OH T O HO CO, -3CO, I

! on
S
0.C Q

tautomerizare £ %Coz

ceto-enolicd 0]

Fig. 1.13. Reprezentarea schematici a procesului de autocondensare a DFH,* [58]

Acizii carboxilici implicati in ciclul reductiv al acizilor tricarboxilici (CRATC) sunt
prezentati in chenare, iar sagetile rosii indica relatia dintre acizi In cadrul teoriei ciclului reductiv

al acizilor tricarboxilici, conform [55].
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Fig. 1.14. Reprezentarea schematica a relatiei ipotetice intre acizii carboxilici identificati de

autorii [55], tinind cont de scenariul glioxalic propus in [36] si de rezultatele obtinute

ulterior [59,60,61,62]

Sunt prezentati 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 si acid 2,3-

dihidroximaleic
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Sagetile albastre indica relatia dintre glioxilat si constituentii CRATC, asa cum a fost
propus initial de catre Eschenmoser [36]. Sagetile verzi sugereaza o cale prebiotica plauzibila,
demonstratd experimental de Butch si colab., [58] care ofera o posibilitate de a intra in CRATC.
Séagetile violete indica relatia propusd de Menor-Salvan and Marin-Yaseli [60]. Sagetile
portocalii aratd calea propusd de Guzman si Martin de a intra in ciclul CRATC pe baza
proprietatilor catalitice ale suprafetelor de ZnS [61].

Sageata roz aratd scindarea acidului tartric pentru a produce acid glioxilic, asa cum este
propus de Zubarev si colab. [62].

Astfel, gratie interesului fata de scenariul glioxalic, au fost initiate un sir de cercetari
experimentale pentru a confirma cdile de reactie propuse intre DFH4 si acidul glioxalic,
cautandu-se 1n special similitudini cu mecanismele biologice bine cunoscute.

Reactia dintre cei doi acizi a fost cercetata la pH 7-8 [42] si a fost demonstrata formarea
dihidroxiacetonei si a acidului pentulosonic prin formarea si decarboxilarea ulterioara a 2,3-
dihidroxi-oxalosucinatului. In acelasi timp, reactia dintre cei doi acizi a fost investigata la pH 13-
14 [59] si a fost demonstrata formarea mezo-tartratului si a D,L-tartratului n cantitati mari, iarasi
prin intermediul 2,3-dihidroxi-oxalosucinatului. Mecanismele propuse sunt redate in Figural.13.
Pentru comparatie, au fost de asemenea studiate reactiile dintre DFH4 si aldehida formica la pH
7-8 [42] iar mai tarziu si la pH 13-14 [59], care au ardtat aceeasi diferentd mecanistica in

formarea produsilor de reactie in dependentd de pH-ul mediului de reactie.

H 13-14 ? e
p = - L -
O'\f"L"o- 0L Aco; —
O OH |
o) oxalat tartrat
o. M
Y O
OH O H o] orPH
: 5 | |
-OT/‘%" /J\o_ glioxalat OT_..JL\-,/ ~cos pH 11
|
O OH o COo7 |
dihidroxifumarat 2,3-dihidroxi-oxalosuccinat
OH OH OH OH |
\]/J -0,C “'I\ﬂ)
pH 7-8 le) OH O — pH7

dihidroxiacetond  acid pentulosonic

Fig. 1.15. Reprezentarea schematica a divergentei datorate pH-ului pentru reactia dintre

dihidroxifumarat si glioxalat [60]
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Astfel, in cazul reactiei dintre DFH4 cu acidul glioxalic si cu aldehida formica, s-a aratat
in lucrarile citate anterior cd reactiile au loc prin formarea compusului intermediar (Figurile 1.15
si 1.16) care, in dependentd de pH, sufera o decarboxilare la pH 7-8 [42], sau o reactie de
deoxalare la pH 13-14 [59].

In sistemele biologice, o diferenta atat de drastica in formarea produsilor de reactie prin
acelasi intermediar, insd prin doud mecanisme diferite (decarboxilare sau descompunere), in
dependenta de pH este in special caracteristica proceselor metabolice strict controlate de catre

enzime [60].

o]
pH 13-14 } Jii
o ~ 0;
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o..H —
OH O H O OHDH
o s M formaidehiga O J\+J —pHM
Y Yo L. |
O OH 0 COy —
dihidroxifumarat 2-hidroxi-2-(hidroximetil)-3-oxosuccinat
OH OH OH OH |
L HO ___AY»
pH 8-9 o} o akd
dihidroxiacetona tetruloza

Fig. 1.16. Reprezentarea schematica a divergentei datorate pH-ului pentru reactia dintre

dihidroxifumarat si formaldehida [60]

Intr-adevar, reactiile de fragmentare (deoxalare) a compusului intermediar, care au loc la
pH 13-14, prezentate in Figurile 1.15 si 1.16 au anumite similitudini cu reactiile ciclurilor
metabolice din organismele vii [60]. Astfel, 2,3-dihidroxi-oxalosuccinatul din Figural.l5 poate
fi comparat cu oxalosuccinatul din ciclul acidului citric, care sub actiunea enzimelor este
transformat prin doua mecanisme diferite: decarboxilare enzimaticd cu formarea glutaratului si
descompunere enzimatici cu formarea oxalatului si a succinatului [63,64]. In mod analogic, in
reactia dintre DFHy si aldehida formica, descompunerea compusului intermediar la pH 13-14 cu
formarea gliceratului, poseda similitudini cu formarea a doud molecule de 3-fosfoglicerat din
1,5-bisfosoribuloza in mecanismul fosfogluconic (mecanism biochimic care genereaza NADPH,

pentoze si riboza-5-fosfat, precursor in sinteza nucleotidelor) [60,65]. Totusi trebuie mentionat
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faptul ca atat decarboxilarea enzimaticd cat si fragmentarea enzimaticd au loc in procesele
metabolice la pH neutru, ceea ce pare a fi posibil datoritd mecanismelor enzimatice complexe
care implica atdt prezenta metalelor divalente, cat si amplasamentul strategic al reziduurilor de
amino acizi, si a buzunarului hidrofob in structura enzimelor, care mentin un mediu puternic

nucleofil si permit directionarea reactiei fie spre decarboxilare fie spre descompunere [66].

1.4. Participarea acidul dihidroxifumaric in procesele oenologice

Pe langad importanta acidului dihidroxifumaric in metabolismul organismelor vii si
interesul din perspectiva chimiei prebiotice, trebuie mentionatd si importanta acestui acid in
industria alimentara.

DFH4 face parte din ciclul metabolic in perioada coacerii strugurilor si are rol de
catalizator al reactiilor redox. DFH4 este usor oxidat de catre fermentul oxidaza acidului
dihidroxifumaric. Prin urmare, strugurii contin produsele dezintegrarii sale: acizii mezoxalic,
glicolic, oxalic si glioxalic [50].

DFHj are o importantd semnificativa atat in oenologie cat si in industria alimentard. Este
bine cunoscut faptul ca acizii organici contribuie la formarea aciditatii in vinuri - una dintre cele
mai importante caracteristici ale vinurilor [67]. DFH4 poate aparea in cantitdti de 1 mg/L ca
urmare a oxidarii acidului tartric, si in pofida continutului mic in vin, DFH4 joacd un rol
important in procesele complexe de oxidoreducere care au loc in vin.

Anterior [67,68] a fost determinat ca in cazul in care accesul aerului la materialele de vin
este limitat in timpul prelucrarii si maturarii, i timp de un an vinul absoarbe nu mai mult de 3-5
mg/L de oxigen, atunci acidul tartric este oxidat la DFH4 determinand un potential redox scazut
al vinului, si reductonii restabilesc substantele oxidate, care contribuie la formarea si dezvoltarea
gustului si aromei caracteristice ale vinurilor de masa. Cu toate acestea, DFH4 se descompune
usor in conditii aerobe, si din acest motiv determinarea DFH4 in vinuri este destul de dificila.

La prelucrarea strugurilor au loc o serie de procese redox complexe, care predetermina
calitatea produsului finit. Pentru a influenta aceste procese, in industrie se utilizeaza diversi
conservanti care au proprietati antioxidante si antiseptice [69,70,71]. Pentru a mari stabilitatea
vinurilor si a Tmbunatati proprietatile igienice ale acestora, autorii [72] au efectuat o serie de
experiente folosind DFH4 1n calitate de conservant al materialului de struguri din soiul ,,Aligote”.
Cei mai importanti polifenoli ai acestui soi sunt catehinele: (-) catehind, (-) epicatechina, (+)
catehind, (-) epigalocatehind, (+)-galocatehind, epicatehingalat etc. [73]. Acidul dihidroxifumaric

are proprietati reducatoare mai puternice decat catehina [72], din acest motiv DFH4 in bauturile
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din struguri se consumd in urma interactiunii cu formele oxidate ale polifenolilor, fiind oxidat
pana la acid dicetosuccinic [74] cu decarboxilarea ulterioara a acestuia [75], In timp ce
polifenolii naturali revin la formele reduse; deci oxidarea polifenolilor in vinuri este reversibila.
Acest proces reduce posibilitatea formarii de particule coloidale in vin, iar DFH4 poate fi utilizat
in anumite cantitati in calitate de conservant. Vinul preparat cu adaos de DFH4 poseda calitati
gustative superioare In comparatie cu vinul produs folosind tehnologia conventionala, precum si
stabilitate sporita [72].

Autorii [76] au efectuat o serie de experiente pe materialul de struguri "Onitskansky
Belyi" in conditii de micro-vinificatie in conformitate cu tehnologia general acceptatd, cu
utilizarea DFH4 in loc de SOy, In calitate de conservant. Rezultatele au demonstrat ca indicatorii
organoleptici ai materialelor vitivinicole dupd 12 luni de depozitare in sticle dupa indepartarea
acestora din drojdia ce continea DFH4, in cantitate de 110-130 mg/L (doza optima de DFH4) sunt
comparabili celor produse cu utilizarea SO, avand calitdti gustative superioare si stabilitate
sporitad [76]. Conform rezultatelor obtinute, continutul componentilor care determind calitatea
produsului depinde atat de cantitatea de DFH4, cat si de durata de depozitare. Cele mai mici
pierderi de alcool pentru procesele oxidative au fost observate la adaugarea de DFH4 in cantitate

de 110-130 mg/L [72].

HO Acid dihidroxifumaric
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HO,C > —CO,H
-H,0 s Radical
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HO- HO,
H_ OH
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HOZC>2<
COH
HO H
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Fig. 1.17. Reprezentarea schematica a obtinerii DFH,4 din acidul tartric prin actiunea

fierului(Il) si a peroxidului de hidrogen, si prin actiunea directa a radicalilor hidroxilici

Indicatori importanti ai proceselor oxidative in prepararea materialelor de struguri si in
depozitarea acestora sunt modificarile care apar cu substantele de natura fenolicd, si anume
viteza de modificare a continutului formelor monomerice si a cantitatii totale de substante

fenolice, precum si gradul de polimerizare a substantelor fenolice [76]. Pentru materialul vinicol
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cu adaos de DFH4 in cantitati optime (110-130 mg/L), s-au observat valorile minime ale acestor
parametri. In comparatie cu materialul vinicol pregitit cu adaos de SO,, viteza de modificare a
continutului formelor monomerice si a cantitatii totale de substante fenolice a fost de 4-5 ori mai
micd; gradul de polimerizare a compusilor fenolici a fost, de asemenea mai mic, de 1.2-1.6 ori.
Astfel, utilizarea DFH4 1n vinificatie inhiba procesele de oxidare si polimerizarea a polifenolilor,
prevenind aparitia particulelor coloidale si opacitatii. Prin urmare, durata de pastrare a bauturilor
de struguri in sticle poate fi maritd de 2-4 ori comparativ cu probele obtinute prin metoda
obisnuita folosind SO, [72].

Studiul efectuat de catre autorii [77] pe un sistem model de vinuri albe a demonstrat ca
oxidarea acidului tartric de catre peroxidul de hidrogen in prezenta ionilor de fier(Il) nu este
unicul mecanism care are loc in vinuri, ci acidul tartaric poate fi transformat in DFH4 direct de
catre radicalii hidroxil (Figura 1.17), care au fost generati in mediul de reactie prin gama-iradiere.
La randul sdu, DFH4 intrd in reactie cu (+)-catehina si duce la formarea cationilor de xantilium,
care constituie acelasi pigment galben care se formeaza prin interactiunea acidului glioxalic sau a
glioxalului cu (+)-catehina. Cationii de xantilium duc la aparitia culorii gélbui a vinurilor albe,

fenomen considerat nefavorabil [77].

1.4. Utilizarea DFH4 pentru inhibitia procesului de formare a N-nitrozaminelor in
sisteme model, in vitro si in vivo

N-Nitrozaminele, substante puternic cancerigene, sunt derivati alifatici sau aromatici ai
aminelor secundare, care au o grupare nitrozo (—-NO) atasatd azotului. Acestea se formeaza prin
reactia nitritului cu aminele secundare in timpul fermentarii diferitelor alimente si tutunului de
tigari, precum si prin reactia in vivo a nitritilor (utilizati in calitate de conservanti in alimente) cu
amine, in conditiile acide din tractul gastro-intestinal. Trebuie remarcat faptul ca si nitratii pot
contribui la formarea N-nitrozaminelor prin reducerea la nitriti de cétre salivd sau enzimele
tractului gastro-intestinal. Surse importante de N-nitrozamine sunt alimentele preparate din carne,
berea, cascavalurile, pestele preparat, pestele uscat, laptele praf si produsele cosmetice.

Din cauza toxicitatii nitrozaminelor, producatorii incearcd sd limiteze formarea acestora
in produse alimentare prin adaugarea substantelor cu caracter antioxidant/antiradicalic.

Anterior [78] au fost studiate proprietatile antioxidante ale DFH4 in procesul de inhibitie
a nitrozarii aminelor secundare alifatice si amidelor. A fost demonstrat ca sub actiunca DFH4 are
loc micsorarea continutului agentilor de nitrozare, ceea ce duce la reducerea continutului N-

nitrozaminelor ce se pot forma in prezenta aminelor [78].
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Efectul reducerii speciilor de nitrozare este maxim in absenta oxigenului, deoarece in
acest caz are loc formarea si acumularea de NO, care poate fi eliminat din mediul de reactie. Insa,
in prezenta O2, oxidul de azot (II) formeaza acidul azotos si aceastd reciclare este favorizata de
consumarea NO cu formarea agentilor de nitrozare. In acest caz, in sistem este necesard o
concentratie mare de DFHg pentru a preveni procesul de nitrozare [78].

Mecanismul reactiei dintre DFH4, esterul sdu dimetilic si sarea acida de natriu, in medii
mai putin 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].

R1ooc—c|:=c|:—COOR2 + N,O; —= R1OOC—C|):C|3—COOR2 —
OH OH ONO ONO

- R1OOC—|C|3:|C|3—COOR2 + 2NO
O o

Unde R;=R,=H (pentru DFH,); R;=R,=CHj; (pentru EDM); R;=H si R,=Na (pentru DFH;Na)

Fig. 1.18. Reprezentarea schematica a reactiei dintre DFHy, esterul sau dimetilic si sarea

acida de natriu, in medii mai putin acidulate [78]

O serie de studii experimentale au fost efectuate in colaborare cu Asociatia ,,Carmez”
[79] pentru a determina influenta diferitor inhibitori asupra concentratiei de nitrati si nitriti n
diferite tipuri de salamuri fierte, semiafumate si afumate, concentratia reducatorilor variind intre
0.2 — 1.2 g/kg de salam. Rezultatele experimentale au demonstrat ca pentru DFHsNa are loc o
micsorare a concentratiei de NaNO: de 5 ori, precum si o micsorare a NaNOs de 3 ori [78].

Activitatea inhibitoare a DFH4si a dihidroxifumaratului acid de sodiu a fost investigatd in
procesul de nitrozare a metabolitilor formati in sucul gastric (sistem model si real). S-a constatat
ca in cursul proteolizei albuminei si cazeinei de catre enzimele proteolitice, acesti reactivi inhiba
formarea N-nitrozocompusilor fard a avea vreo influentd asupra continutului substratului de
proteine nehidrolizate, asupra concentratiei de aminoacizi formati sau asupra activitatii
enzimelor specifice [77].

De asemenea, s-a constatat [80] ca sarea acidd de sodiu a DFH4 contribuie la micsorarea

vitezei de formare a methemoglobinei in reactia de oxidare a hemoglobinei cu nitriti, influentdnd
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asupra procesului de ramificare a lantului de oxidare a HbO:, si micsorand viteza procesului de
autoaccelerare In mediul reactant.

Cercetdrile referitoare la formarea endogena a N'-nitrozonornicotinei (unul dintre cei mai
puternici compusi cancerigeni din tutunul nears si fumul de tigard) la sobolani au demonstrat
eficienta inhibarii (86%) acestui proces cu ajutorul DFH4 [81,82]. La fel, s-a constatat ca
utilizarea DFHs si acidului tartric in dieta alimentarda diminueaza continutul de N-
nitrozonornicotina, care se formeaza la nitrozarea nornicotinei cu ioni nitriti in vivo [77].

DFHy si esterul dimetilic al acestuia au fost cu succes utilizati intr-un studiu pe sistem
model ca inhibitori ai procesului de nitrozare al aminei hidroclorotiazida, care este folosita ca
medicament cu o inaltd activitate diuretica si hipotensiva [77].

Astfel, rezultatele prezentate in acest capitol demonstreazd importanta directiei de
cercetare legata de acidul dihidroxifumaric, in special tindnd cont de faptul ca in ultimii ani, un
accent deosebit se pune pe dezvoltarea durabild si asigurarea sandtdtii populatiei, inclusiv prin
siguranta medicamentelor si a alimentelor, astfel ca obtinerea substantelor noi cu caracter
antioxidant/antiradicalic pe baza compusilor naturali este o directie de mare interes si potential

aplicativ.

1.5. Concluzii la capitolul 1

1. Acidul dihidroxifumaric este un compus cu un rol biologic semnificativ in natura vie, fiind
un intermediar intre ciclurile acizilor di- si tri- carboxilici, in mod similar cu alti hidroxiacizi,
precum acizii malic, lactic, glicolic, citric, tartric.

2. In cadrul teoriilor chimiei prebiotice, se presupune ci acidul dihidroxifumaric, prin reactiile
sale cu glioxalul, a servit la formarea macromoleculelor biogene, cum sunt glucidele,
aminoacizii si bazele nucleotidice, in “bulionul primordial”.

3. Gratie interesului fatd de scenariul glioxalic, au fost initiate un sir de cercetari experimentale
pentru a confirma cdile de reactie propuse intre DFHs si acidul glioxalic, gasindu-se
similitudini cu mecanismele biologice bine cunoscute (divergenta in functie de pH).

4. Acidul dihidroxifumaric s-a dovedit a fi un puternic antioxidant cu aplicare practica In
procesul tehnologic de vinificatie si in industria alimentara.

5. DFHa, hidrogenodihidroxifumaratul de sodiu si esterul dimetilic al acidului dihidroxifumaric
au fost cu succes utilizati in inhibitia formarii N-nitrozaminelor in sistemele model, in vitro

si in vivo.
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2. MATERIALE, ECHIPAMENT, METODE SI SINTEZA ORGANICA
2.1. Materiale si echipament

Reactivi

Toti solventii utilizati au fost de puritate inalta, si toti reactivii comerciali au fost utilizati
fara purificare ulterioara. Eliminarea solventilor s-a efectuat sub presiune redusa. Reactivii
chimici au fost procurati de la Sigma Aldrich: acidul 2,3-dihidroxifumaric, anilina, piridin-2-
amina, 2-aminoetanol,  3-aminopropan-1-ol, = 2-amino-2-metilpropan-1-0l, = 2-amino-2-

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

Echipament utilizat

Placile analitice pentru cromatografia in strat subtire au fost de marca Silufol® UV-254
(Cehoslovacia). Spectrele IR au fost inregistrate utilizand spectrometrul Spectrul 100 FT-IR
(Perkin-Elmer) cu accesoriul universal ATR de analiza a probelor. Punctele de topire (fara
corectie) au fost determinate cu aparatul Boetius. Spectrele de masa au fost determinate utilizand
spectrometrul de masd Thermo Scientific Exactive cu sistemul automat de injectare Advion
TriVersa NanoMate. Spectrele RMN 'H si '*C au fost inregistrate utilizind solutia (CD3)SO de
2% pe “Bruker -Avance III” (400.13 si 100.61 MHz). Spectrele UV/Vis au fost inregistrate
utilizand spectrofotometrul UV/Vis Lambda 25 (Perkin Elmer).

2.2. Metode experimentale de determinare a activitatii antioxidante/antiradicalice

Metoda cu DPPH*

Metoda mentionatd este recunoscutd pe larg si poate fi cu succes aplicatd pentru a
determina activitatea antioxidantd a multor compusi de interes. Radicalul 2,2-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH’, Figura 2.1) este un radical liber stabil, centrat pe atomul de azot. Astfel,
datorita delocalizarii electronului de rezerva peste molecula ca intreg, moleculele de DPPH" nu

se dimerizeaza, cum se intdmpla pentru oricare alte substante [83].

Fig. 2.1. Structura moleculara a radicalului stabil de DPPH"
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O analiza cantitativa a reactiei de transfer a atomului de H de la un anumit antioxidant la
DPPH" ofera o modalitate destul de simpla de a caracteriza cinetica reactiei. Reactiile de transfer
de hidrogen sunt monitorizate prin inregistrarea schimbarii benzii de absorbtie vizibile DPPH"
(Amax = 520 nm in 70% metanol la pH 4,0), care reflectd transformarea radicalului DPPH" in
hidrazina corespunzatoare (DPPH-H) de catre compusul antioxidant. Astfel, la interactiunea
radicalului DPPH" cu un antioxidant, se produce o decolorare a solutiei de la violet la galben
(Figura 2.2). A fost utilizatd metoda descrisd de W. Brand-Williams [84,85] cu unele modificari.
La 2 ml de solutie metanolica (= 70%) de DPPH’ cu concentratie cunoscuta au fost adaugati 2 ml
de solutie metanolica (= 70%) de reducator de diferite concentratii cunoscute. Densitatea optica
la 520 nm a fost masurata la 1; 5; 10; 20; 30; s1 60 min, cu spectrofotometrul UV/Vis Lambda 25
(Perkin Elmer), in chiuvete de cuart cu latimea de 1 cm. Toate experientele au fost efectuate in

triplicat.
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Fig. 2.2. Spectrele UV/VIS pentru radicalul stabil DPPH" si hidrazina redusa DPPH-H

Reagentii utilizati: acidul dihidroxifumaric, metanolul - marca Sigma Aldrich (Germania),

derivatii DFH4 au fost sintetizati in laborator, conform metodelor descrise in § 2.1.

Metoda cu ABTS™*
Activitatea de scindare a radicalului ABTS™" a compusilor studiati a fost determinata

utilizand procedura raportata in [86] cu unele modificari. Solutia de ABTS'" a fost preparata 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 in 25 ml apa distilata, si a fost mentinuta la temperatura camerei in Intuneric
timp de 16 ore inainte de utilizare. Solutia ABTS"* a fost diluata cu etanol 95%, pentru a obtine o
absorbanta intre 0.8 si 0.9 la 734 nm. O solutie proaspata de ABTS" a fost preparatd pentru
fiecare analizd. Solutiile antioxidante sau standard, 20 pl, au fost amestecate cu 1 ml solutie
ABTS"" diluata si incubate la 30 °C. Absorbanta cation radicalului de ABTS (Figura 2.2) la 734
nm a fost determinatd la 1 min, 4 min si 6 min. Solutia de etanol (95%) a fost utilizatd in calitate
de etalon.

Pentru a determina capacitatea scindare a radicalului ABTS™ a compusilor studiati in
raport cu standardul Trolox, a fost trasat graficul de calibrare al acestuia (concentratiile au variat
intre 0-15 mM si au fost diluate in etanol 95%), densitatea opticad a fost masurata la 734 nm exact
la 1 min, 4 min si 6 min dupa amestecare. Toate experientele au fost efectuate de trei ori.

Reagentii utilizati: ABTS, persulfat de potasiu, etanolul - marca Sigma Aldrich (Germania),

derivatii DFH4 au fost sintetizati in laborator, conform metodelor descrise in 2.1.
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Fig. 2.3. Structura moleculara a radicalului ABTS™

In testul de decolorare ABTS'*, capacitatea antioxidanti este definitd ca fiind diferenta
dintre absorbanta acestui cation radical (A = 734 nm) la timpul t = 0 min si la timpul t = 1 min,
impartitd la absorbanta solutiei initiale. Corectia se efectueaza utilizand solutia etalon. Prin
urmare, activitatea antioxidanta totala (TAA) este determinatd conform ecuatiei 1:

TaA < [T0.=T1, ) (70,11, @1)
T0 70,

a
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unde TO. si T1. sunt absorbantele optice ale solutiei testate la 0 si 1 min, iar TOp, si T1p sunt
absorbtiile optice ale solutiei etalon la 0 si 1 min. Pentru activitatea antioxidanta totald, a fost
trasat graficul de calibrare pentru Trolox permitand determinarea capacitdtii antioxidante in

echivalenti Trolox (TEAC).

2.3. Metoda stopped-flow de determinare a cineticii reactiilor rapide in solutie

Metoda stopped-flow (sau stop-flow) este o tehnicd importantd utilizatd in studiul
reactiilor rapide In solutie, care au loc cu formare de produsi n timpuri foarte scurte, de la 0,005
secunde pana la 1 minut. Tehnica a fost dezvoltata in anii 1940 prin modificarea metodei cu flux
continuu, avand avantajul principal al utilizarii mai economice a reactivilor [87].

Astfel, in loc sa se monitorizeze reactia pe lungimea tubului de reactie, sistemul de
detectie a fost plasat Intr-un punct fix aproape de camera de amestec pentru a avea posibilitatea
de a urmari reactia in timp real dupa oprirea brusca a seringilor de propulsare a reagentilor
(Figura 2.4). Intr-un timp foarte scurt, celula spectroscopici este umpluti gratie miscarii unui
piston, conectat de un comutator care declanseaza dispozitivul de masurare a absorbtiei si fluxul

este oprit brusc [88].
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Fig. 2.4. Reprezentarea grafica a principiului de lucru al aparatului stopped-flow

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

mm, avand astfel o buna sensibilitate pentru masuratorile de absorbtie cu o lungime de 10 mm. O
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astfel de celula are timpul mort de aproximativ 1-2 ms, ceea ce reprezinta timpul la care poate fi
inceputd monitorizarea reactiilor. Reducerea dimensiunilor celulei scade timpul mort, dar
influenteazd negativ sensibilitatea. Seringile de antrenare (propulsare) a reagentilor au volum
egal si sunt actionate cu ajutorul aerului aflat sub presiune (5 atm), astfel incat sa asigure o
migcare foarte rapida, insd sub limita in care cavitatia ar putea deveni o problema. Cavitatia
apare din zonele locale de presiune scazutd care provoaca formarea de bule de vid care
interfereaza cu amestecarea si inregistrarea optica.

In progresia reactiei stop-flow (cu flux oprit) pot fi identificate trei faze (Figura 2.5). In
primul rand, are loc spalarea solutiei din reactia anterioard; in al doilea rand, exista o scurta faza
de curgere continua pe masura ce noua solutie trece prin celuld; si in al treilea rand, curgerea este
opritd si incepe masurarea profilului de reactie [87]. Aparatul stop-flow este configurat astfel
incat dispozitivul de monitorizare sa fie declansat la inceputul celei de-a treia faze. Cu toate
acestea, uneori este util de a verifica Intregul profil pentru a optimizarea volumului total de
reactivi care se utilizeaza la fiecare apasare (de obicei, de doud ori volumul celulei

spectroscopice) [88].
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| |
0 0.5

Timp, s

Fig. 2.5. Etapele de inregistrare a unei reactii stop-flow [87]

Timpul de detectie al aparatului stop-flow este timpul dintre sfarsitul amestecarii celor
doud solutii si inceputul inregistrarii absorbtiei pentru observarea cineticii reactiei. Aparatul
utilizat Tn aceastd lucrare este marca KinTek Corp. (SUA), modelul SF E-100, cu timpul de
detectie de 0.1 s.

In cadrul experimentelor, seringa I continea solutic de DPPH" si seringa II continea

solutie de compus cercetat de diferite concentratii. Solventul utilizat In cadrul experientelor a
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fost solutia metanol:apa (70:30, v/v). Disparitia radicalului a fost urmaritd prin inregistrarea
absorbtiei la 520 nm, la temperatura camerei. Cel putin trei determindri independente au fost
efectuate pentru fiecare din concentratiile studiate ale compusilor cercetati, ludndu-se in calcule

ulterioare media matematica 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 disponibild a citarilor
indica faptul ca ORCA a devenit unul dintre cele mai utilizate programe din comunitatea chimica
computationald. Avantajele fata de alte programe similare constau in faptul ca acest soft este
gratuit pentru cercetatorii universitari, include o gama larga de metode teoretice implementate,
este robust, eficient si ofera posibilitate de a studia, pe langa altele, si metalele de tranzitie si
proprietdtile spectroscopice [89]. Un alt avantaj il constituie faptul ca ORCA este scris in
limbajul de programare C++ de la zero si nu se bazeaza pe niciun alt pachet anterior de programe
de structurd electronica. Softul este creat la Institutul Max Planck pentru Conversia Energiei
Chimice din Miilheim, Germania, in grupul de cercetare condus de Prof. Frank Neese. Teoria
functionala a densitatii (DFT) in ORCA este dezvoltatd in mare parte de grupul Prof. Grimme de
la Universitatea din Bonn, Germania.
Unele caracteristici ale programului ORCA care au fost utilizate in cadrul acestei teze
sunt prezentate mai jos:
1. Posibilitatea de a calcula functiile moleculare prin metoda SCF in aproximatiile RKS si
UKS;
2. Optimizarea geometriei structurilor de interes in mod automat, calculul profilului vibrational
si a parametrilor termodinamici,
3. Gasirea starilor de tranzitie prin scanarea energiei potentiale de-a lungul lungimii legaturii
chimice sau prin rotirea unghiurilor de interes;
4. Identificarea starilor de tranzitie prin metoda NEB (Nudged Elastic Band) complet
implementata;
5. Solutionarea problemei vibrationale — calculul frecventelor de vibratie IR si spectrul Raman;
6. Calculul proprietatilor moleculare, cum ar fi momentul dipol, potentialul electrostatic,
densitatea electronica si de spin, analiza popularii dupa Mulliken, Lowdin, Hirschfield;
7. Posibilitatea de a studia influenta solventului utilizand modelul universal de solvatare SMD

(Solvation Model based on Density) implementat in soft.
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2.5. Sinteza organica a derivatilor DFH4
Sinteza organicd a derivatilor a fost efectuata de cétre autoare in colaborare cu

Laboratorul de Sinteza Organica al Institutului de Chimie.

Sinteza dimetil 2,3-dihidroxifumaratului 2

Amestecul de acid 2,3-dihidroxifumaric 1 (1.48 g, 0.01 mol), MesSiCl (0.324 g, 0.03
mol) si 5 ml de MeOH a fost agitat timp de 3 zile. Excesul de Me3;SiCl si MeOH a fost evacuat
prin vacuum. Compusul 2 a fost separat sub forma de cristale albe prin precipitare cu amestec de
hexan/Et;O si filtrare. Randament: 1.16 g, 60%. Spectrul 'H RMN: 3.94 s (6H, 2CH3), 9.36 s
(2H, 20H). MS m/z 231.0472 (M* +Na).

Sinteza (E)-metil 2,3-dihidroxi-4-0x0-4-(fenilamino)but-2-enoatului 5

Amestecul esterului 2 (1.76 g, 0.01 mol) si 2 ml de anilina a fost agitat la temperatura de
75-80 °C timp de 3 ore. Excesul de amina a fost evacuat cu ajutorul vidului. Compusul 5 a fost
separat prin cromatografia in coloana. Randament: 1.90 g, 66%. Spectrul 'H RMN: 3.62 s (3H,
CH3), 7.82 s (2H, 20H), 6.48-7.87 m (5H, arom).

Sinteza 2,3-dihidroxi-N',N*-di(piridin-2-il)fumaramidei 6

Amestecul esterului 2 (1.76 g, 0.01 mol) si piridin-2-aminei (0.940 g, 0.01 mol) a fost
agitat la temperatura camerei timp de 8 ore. Dupd finalizare (analizd cromatografie in strat
subtire), amestecul de reactie a fost introdus pe coloana de silicagel si eluat cu hexan-etilacetat
pentru a separa produsul 6. Randament: 2.31 g, 77%. Spectrul '"H RMN: 7.69 br s (2H, 20H),
6.67-7.92 m (8H, arom). Spectrul 3C RMN: 157.32, 148.81, 141.76, 141.20, 138.87, 113.41,
112.36.

Sinteza 2,3-dihidroxi-N',N“-bis(2-hidroxietil)fumaramidei 7

Amestecul esterului 2 (1.76 g, 0.01 mol) si 2-aminoetanolului (2 ml) a fost agitat la
temperatura camerei timp de 6 ore. Dupa finalizare (analizd cromatografie in strat subtire),
excesul de 2-aminoetanol a fost eliminat in vid. Compusul 7 a fost separat sub forma de cristale
albe prin cristalizare din EtOH si filtrare. Randament: 1.64 g, 70%. Spectrul '"H RMN: 3.25 t (4H,
2CH:2N, J=6.0), 3.44 t (4H, 2CH2N, J = 6.0), 4.5-4.85 s (2H, 2C=0H), 8.57 t (2H, 2 NH, J=4.0).
Spectrul *C RMN: 160.49, 154.9, 59.68, 42.13. MS m/z 257.0711 (M*+Na).
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Sinteza 2,3-dihidroxi-N',N4-bis(2-hidroxipropil)fumaramidei 8

Amestecul de ester 2 (1.76 g, 0.01 mol) si 2 ml de 3-aminopropan-1-ol a fost agitat la
temperatura camerei timp de 6 ore. Dupa finalizare (analizd cromatografie in strat subtire),
excesul de 3-aminopropan-1-ol a fost eliminat cu ajutorul vidului. Compusul 8 a fost separat sub
forma de cristale albe prin cristalizare din EtOH si filtrare. Randament: 1.57 g, 60%. Spectrul 'H
RMN: 1.56-1.62 m (4H, 2 CH>.CH>CH>), 3.16-3.25 m (4H, 2CH>N), 3.39-3.42 m (2H, 2CH,OH),
3.5-4.0 br s (4H, 4 OH), 8. 7 t (2H, 2 NH, J=4.0). Spectrul *C RMN: 172.18, 160.47, 59.18,
37.01, 32.77. MS m/z 285.1041(M*+Na).

Sinteza 2,3-dihidroxi-N',N*-bis(1-hidroxi-2-metilpropan-2-il)fumaramidei 9

Amestecul esterului 2 (1.76 g, 0.01 mol) si 2-amino-2-metilpropan-1-olului (0.890 g, 0.01
mol) a fost agitat la temperatura camerei timp de 12 ore. Dupa finalizare (analiza cromatografie
in strat subtire), amestecul de reactie a fost introdus pe coloana de silicagel si eluat cu hexan-etil
acetat pentru obtinerea produsului 9. Randament: 2.18 g, 75%. Spectrul 'H RMN: 1.06 s (12H, 4
CHs), 3.25 s (4H, 2CHz>), 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 N',N*-bis(1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il)-2,3-
dihidroxifumaramidei 10

Amestecul format din esterul 2 (1.76 g, 0.01 mol) si 2-amino-2-(hidroximetil)propan-1,3-
diol (1.21 g, 0.01 mol) a fost agitat la temperatura de 50-55 °C timp de 12 ore. Dupa finalizare
(analizd cromatografie in strat subtire), compusul 10 a fost separat sub forma de cristale albe
prin cristalizare din MeOH si filtrare. Randament: 2.44 g, 69%. Spectrul '"H RMN: 3.29-3.62 m
(12H, 6CH>), 4.0-5.3 br s (8H, 8 OH), 7.79 s (2H, 2 NH). Spectrul *C RMN: 175.3, 159.90,
65.37, 56.50.

Sinteza N',N*-di-tert-butil-2,3-dihidroxifumaramidei 11

Amestecul format din esterul 2 (1.76 g, 0.01 mol) si 2-metilpropan-2-amina (0.73 g, 0.01
mol) a fost agitat la temperatura camerei timp de 8 ore. Dupa finalizare (analiza cromatografie in
strat subtire), compusul 11 a fost separat sub forma de cristale albe prin cristalizare din EtOAc si
filtrare. Randament: 1.81 g, 70%. Spectrul '"H RMN: 1.23 s (18H, 6CH3), 5.0-6.3 br s (2H, 2 OH),
7.61 s (2H, 2 NH). Spectrul '*C 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) si o-fenilenediaminei (1.08 g, 0.01 mol)
a fost refluxat timp de 18 ore in 20 ml de acid clorhidric 4N. Amestecul de reactie a fost racit,
dihidroclorura cristalind a fost separata prin filtrare. Produsul a fost tratat cu NH4OH, solutie
apoasa de 20% si spalat sub apa. Acidificarea filtratului amoniacal cu AcOH au dus la formarea
monobenzimidazolului corespunzitor. Incercarile de a recristaliza produsul din EtOH au produs
o rasind 12, care s-a solidificat la aer. Randament: 1.07 g, 49%. Se descompune la 250 °C.
Spectrul 'TH RMN: 5.0-6.3 br s (3H, 20H, 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) si o-fenilendiamina (2.16 g, 0.02 mol) a
fost refluxat timp de 36 ore in 50 ml de acid clorhidric SN pe baia de ulei la 135 °C 1n atmosfera
de N,. Amestecul a fost racit pe baia de gheatd pentru a separa sarurile hidroclorice de
bisbenzimidazolul 13. In acest caz, produsul obtinut a fost tratat cu o solutie fierbinte de
bicarbonat de sodiu in loc de solutia amoniacala. Recristalizarea produsului din etilen glicol sau
EtOH au dus la obtinerea, in ambele cazuri, a rasinii 13, care s-a solidificat la aer. Randament:
0.876 g, 30%. Se descompune la temperatura de 250 °C. Spectrul 'H RMN: 4.7-6.9 br s (6H,
40H, 2NH), 7.16-7.68 m (8H, arom).

2.6. Concluzii la capitolul 2

1. In cadrul tezei a fost utilizat un spectru larg de metode moderne de cercetare, att
experimentale cat si teoretice. Toate metodele au fost preluate din surse stiintifice, iar unele
au fost adaptate la specificul cercetarii (metoda cu DPPH).

2. Au fost sintetizati 10 derivati stabili ai DFHa.

3. Pentru identificarea compozitiei, structurilor si puritatii substantelor obtinute au fost utilizate
urmatoarele metode de cercetare: identificarea punctelor de topire, cromatografia in strat

subtire, spectroscopia UV/Vis, FT-IR, RMN 'H si 13C, analiza elementala.
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3. STUDIUL EXPERIMENTAL AL ACTIVITATII ANTIOXIDANTE A DFH; SI A
DERIVATILOR OBTINUTI CU RADICALII DPPH" SI ABTS"*

3.1. Obtinerea si caracterizarea derivatilor sintetizati din DFH4

In capitolul 1 s-a aratat ca DFH4 1 poseda o stabilitate scizutd din cauza proceselor de
oxidare, decarboxilare si auto-condensare care au loc in solutie, prin urmare un obiectiv
important care va fi discutat in acest capitol se refera la sinteza unor derivati ai DFH4 1, cu
scopul de a obtine structuri stabile care sa stabilizeze fragmentul enediolic, mentinand astfel si
activitatea antioxidanta.

Avand in structura sa fragmente carboxil-, hidroxil- si olefind, DFH4 poate fi utilizat
pentru a crea macrocicluri porfirinici sau pirimidinici [91,92]. Totusi, in pofida progreselor
evidente in aceasta directie, chimia acidului dihidroxifumaric 1, raméane a fi un domeniu slab
studiat in multe aspecte. Printre lucrarile ce tin de modificarea acidului 1 exista date limitate cu
privire la sinteza derivatilor aminici, inclusiv a celor cu un fragment heterociclic [28,93].

Crearea a noi compusi pe baza de acid dihidroxifumaric 1, cautarea a noi sintoni pentru
sinteza dirijata si studiul relatiei "structura-proprietate" este o sarcind actuald, de mare interes

practic, carei 1i este dedicata o parte din acest capitol.
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HO CO-NH-alkyl COzH

ArHN-OC>:<OH — H02C I <:
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HO CO-NH-Het HO CO-NHR5

002R3

R2HN-OC OH

Het-HN-OC OH R*HN-OC OH

Fig. 3.1. Prezentarea schematica a unor derivati ce contin azot ce pot fi obtinuti din DFH4

In elaborarea abordirilor sintetice pentru obtinerea substantelor noi, s-a tinut cont de

progresele in ceea ce priveste transformarea acidului dihidroxifumaric 1, printre care nu a fost
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mentionatd sinteza benzimidazolilor (Figura 3.1.). Acestia pot fi obtinuti ca rezultat al
interactiunii o-fenilendiaminei cu acidul 1. Prin ajustarea raportului reactantilor este posibila
sintetiza a mono- §i bisbenzimidazolilor. O abordare alternativd pentru congenerii simetrici §i
asimetrici poate fi reactia de amidare selectiva a acidului 1. Alegerea substraturilor depinde, n
primul rand, de interesul practic, care se manifestd in elaborarea metodelor pentru sinteza
derivatilor corespunzatori ai acidului 1, precum si de interesul fatd de procesele chimice care au
loc in cursul formarii produselor dorite.

Derivatii ce contin azot ai acidului 1 pot deschide noi posibilitati in sinteza organica:
selectarea combinatiilor adecvate de substituenti va permite adaptarea polaritagii in limite largi, a
capacitatii de solvatare, a proprietatilor catalitice i, prin urmare, poate influenta profunzimea si
selectivitatea reactiei.

Interesul fatd de mecanismul de oxidare si izomerizare a trans- 1 si cis-enediolilor 4 ne-a

determinat sa incercam pregatirea diferitor izomeri din aceasta serie, conform Figura 3.2 [94].

HQ CO,H

HO,C  OH

A B

HO, CO,Me Q H HO ~ OH

S -

MeO,C  OH RO,C  COR MeO,C  CO,Me

N b

HO,C  CO.H

Fig. 3.2. Transformarile formelor izomerice ale DFH4

Este cunoscut faptul cd metilarea acidului dihidroxifumaric 1 poate fi realizata prin
actiunea MeOH/acizi sau diazometan. In ambele cazuri, configuratia esterilor 2 este trans
[26,39].

In cadrul acestui capitol este descrisa o esterificare nouid a DFH4 cu metanol sub actiunea
clorurii de trimetilsilan.

In acest caz, esterul are p.t. la 149 °C, desi autorii [26,39] au obtinut valoarea de 173 °C.

Spectrele IR inregistrate sunt foarte similare cu datele din literatura pentru compusul 2. Trebuie
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mentionatd o diferentd importantd in deplasarea benzii esterului (frans- la 1677.8 cm™ cis — la
1670.7 cm™), absenta oricaror diferente in benzile C=C si o mica diferenta in deplasarea benzii
OH la 3164.5 cm™ i la 3168.2 cm™, respectiv.

In spectrul '"H RMN al compusului 2 semnalele ambelor grupari metilice sunt localizate
in regiunea caracteristica pentru esterii metilici (la 3.94 ppm), iar semnalul gruparilor hidroxilice
a fost observat ca singlet la 9.36 ppm. In spectrul de masa al compusului investigat, masa
ionului molecular M* este de 176.03. Aceste date, impreunda cu datele analizei elementale
sugereaza structura esterului 2.

Transformarea esterilor in amide este o reactie utild, care permite prepararea unei serii
largi de amide, in dependentd de amina initiald. Reactia este deosebit de utila deoarece esterul 2
poate fi usor sintetizat, chiar si In cazurile cand nu se poate spune acelasi lucru despre acil-
halidele sau anhidridele respective. Desi mai multe cercetari au fost consacrate mecanismului
acilarii aminelor cu esteri decat cu alti reactivi, detaliile mecanistice nu sunt inca in totalitate
clare. In cadrul lucririi de fatd au fost sintetizati un sir de derivati noi ai acidului
dihidroxifumaric, In colaborare cu Laboratorul de Sintezd Organica al Institutului de Chimie.

In conditii alcaline obisnuite, reactia este catalizati de baza, indicand asupra faptului ci
un proton este transferat in cadrul etapei determinante de viteza, si sunt implicate doua molecule
de amina.

Incalzirea esterului 2 in solutia de anilind timp de doua ore duce la formarea unui singur
produs, a carui structurd a fost determinatd din datele spectrale. Caracteristica specifica a
spectrului '"H RMN a compusului investigat, in comparatie cu cel al compusului 2, este prezenta
a doud semnale singlet la 3.62 ppm (OMe), 7.82 ppm (OH) si semnale ale gruparilor aromate in
regiunea 6.48-7.88 ppm. Aceste date sunt sustinute de benzile caracteristice din spectrul IR, la
1474, 1496, 1595 cm! (Ar), 1568 cm™ (CONH), 1665 cm™ (CO,). Aceste date, impreuna cu

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

54



Prin marirea timpului de reactie si a temperaturii pana la punctul de fierbere al anilinei nu s-a
putut ajunge la formarea bis-anilidei. Ar trebui mentionat faptul ca tentativa de sinteza a amidei
mixte prin incélzirea eterului 5 cu monoetanolamina de asemenea nu a avut succes.

Un rezultat interesant in reactia de amidare a esterului 2 a fost obtinut la inlocuirea

anilinei cu analogul ei ce contine azot - 2-aminopiridina (Figura 3.4).

fara solvent,

HO
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Fig. 3.4. Schema de sinteza a 2,3-dihidroxi-N1,N4-di(piridin-2-il)fumaramidei 6

In urma reactiei, a fost separata o substanta cristalind cu temperatura de topire de 145 °C,
i.e. cu patru grade mai joasa dect a compusului initial 2. In spectrul IR al compusului cercetat
apar benzile caracteristice pentru Py, -CO-NH- si gruparile OH. In comparatie cu spectrul 'H
RMN al compusului 5, semnalul grupirii CO,Me nu a fost observat. In domeniul slab al
spectrului sau 3C RMN, sunt prezente sapte semnale ale atomilor de carbon la 57.32, 148.81,
141.76, 141.20, 138.87, 113.41 si 112.36 ppm. Aceste rezultate, impreund cu datele analizei
elementale, sugereaza structura 6.

Astfel, inlocuirea atomului de carbon in inelul benzenic cu atomul de azot din amina
initiald a avut o influentd semnificativa asupra caracterului compusului format.

S-a mentionat anterior ca incercarile de a sintetiza amide mixte cu utilizarea
monoetanolaminei si a esterului 5 s-au dovedit a fi fara succes.

In cazul in care procesul de amidare are loc la temperatura camerei cu utilizarea esterului
2 si a monoetanolaminei, produsul de reactie este bis-amidoalcoolul 7 (Figura 3.5).

In spectrul IR al acestui compus existi benzi caracteristice amidei si gruparilor
hidroxilice (a se vedea in Cap. 2). Spectrul 'H RMN al compusului 7 contine semnale ale
gruparilor hidroxilice primare si tertiare (in regiunea 3.3-3.45 si 4.5-5.0 ppm, respectiv), semnale
cuartet (la 3.2 ppm) si triplet (la 3.44 ppm) ale gruparilor metilenice, care sunt complementate de
semnalul protonului amidei la 8.57 ppm. In regiunea inalti a spectrului '*C RMN se evidentiaza
doud semnale ale atomilor de carbon (a se vedea in Cap. 2), care sunt completate de doud
semnale in regiunea slaba la 154.9 si 160.49 ppm. In spectrul de masi a compusului cercetat,

masa ionului molecular M este de 234.08.
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In cadrul lucrarii, a fost cercetatd influenta naturii omologilor monoetanolaminei asupra

vitezei de reactie si a proprietatilor fizico-chimice ale amidelor acidului DFHa.

fara solvent, OH O
OH O . H
temp. camerei, 7h N OH
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0,
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Fig. 3.5. Schema de sinteza a 2,3-dihidroxi-N1,N4-bis(2-hidroxietil)fumaramidei 7

Marirea catenei radicalului alchil cu un fragment metilenic in aminoalcoolul initial a dus
la micsorarea randamentului total al reactiei, precum si a punctului de topire, de la 158-160 °C la
142-143 °C.

A fost sintetizat si caracterizat spectral omologul 8 (Figura 3.6). Prezenta unei grupari
metilenice aditionale in structura compusului 8, in comparatie cu structura 7, este demonstrata de
semnalul caracteristic in spectrul sau 'H RMN (in regiunea 1.5-1.61 ppm), care este in
concordanti cu semnalul din spectrul siu '3C RMN la 32.77 ppm. In spectrul de masi a

compusului cercetat, masa ionului molecular M* este de 262.11.

OH O fara solvent, H OH O
temp. camerei, 6h HO N
O 0+ HNTNT0H ~ N X NERN)
2 60% 0 OH H H
O OH
2 8

Fig. 3.6. Schema de sinteza a 2,3-dihidroxi-N1,N4-bis(2-hidroxipropil)fumaramidei 8

Prezenta a doud grupari metilice in pozitie o fatd de gruparea amind in 2-amino-2-
metilpropan-1-olul initial nu a micsorat randamentul diamidei preconizate 9 (Figura 3.7).
Analogic cu sinteza anterioard, aceasta reactie a fost realizatd la temperatura camerei.

Reactia cu utilizarea 2-amino-2-(hidroximetil)propan-1,3-diolului (Figura 3.7) a micsorat
reactivitatea aminei. Conform datelor cromatografiei in strat subtire, numai in cazul fuzionarii
reactivilor initiali la 50 °C s-a observat formarea unui singur produs. Ca rezultat al reactiei, care a
avut loc cu un randament de 69%, a fost separatdi N!N*-bis(1,3-dihidroxi-2-
(hidroximetil)propan-2-il)-2,3-dihidroxifumaramida 10, iar structura acesteia a fost confirmata

prin metode spectrale si fizico-chimice.
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Astfel, in spectrul sau '"H RMN existd semnale multiplet ce apartin celor sase grupari
metilenice in regiunea 3.37-3.62 ppm. Semnalele celor sase grupari hidroxilice sunt inregistrate

in regiunea de la 3.62 pana la 5.3 ppm.

HO o— R1 R2
—0 fara solvent NH
/ + 1 —_— /
© HoN R
O OH 2
2

9 R1=H, R2=0H (75%)
10 R'=0OH, R?=0H (69%)
11 R'=R?=H (70%)

Fig. 3.7. Schema de sinteza 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 si N1,N4-di-tert-butil-2,3-dihidroxifumaramidei 11

Trebuie mentionat faptul ca omologul 11 (Figura 3.7) poate fi sintetizat la temperatura
camerei prin amestecarea tert-butilaminei cu esterul 2. In acest caz, randamentul reactiei este
practic egal cu cel mentionat mai sus. Spre deosebire de omologul 9, produsul separat 11,
analogic cu compusul 10 reprezinta o substanta cristalina.

Dupa sineza unei serii de amide ale acidului 1, a urmat obtinerea derivatilor heterociclici.

N OH
HCI, reflux, 18h N OH
> N \

49% Huo o

HO,  CO,H H,N
D —
HO,C  OH

HoN

1 HCI, reflux, 36h @iN\ OH H
Hho N

Fig. 3.8. Schema de sinteza a acidul (E)-3-(1H-benzo[d]imidazol-2-il)-2,3-dihidroxiacrilic 12
si a (E)-1,2-di(1H-benzo[d]imidazol-2-il)etene-1,2-diolului 13

Nucleul benzimidazolic s-a bucurat de un interes stiintific considerabil odatd ce s-a
constatat ca benzimidazolul inhiba cresterea drojdiilor si anumitor bacterii. De asemenea,
derivatii benzimidazolici cu diferite efecte farmacologice (antihistaminic [95], antiulcer [96],
antihipertensiv [97], anticancer, antimicrobial, antivirals antiparazitic [98]) sunt pe larg utilizati

in tratamentul clinic.
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Tabelul 3.1. Rezultatele analizei compusilor sintetizati

Compus/ Starea de  Metoda?/ IR (Nujol) Analiza elementala
Formula agregare/ randament v, cm’! Calculat /Determinat
moleculara Culoare/ (%) C H N
T.t.°C
2 Solid/ A/66 691,771, 879,893, 1021, 1184, 1213, 40.92/ 4.58/ -
CeHsOs alb/ 1243, 1300, 1396, 1442, 1460, 1516, 40.79 4.98
149°C 1671, 2822, 2887, 2963, 3168, 3376.
5 Solid/ C/80 778, 794, 868, 902, 958, 1003, 1029, 55.70/ 4.67/ 5.90/
CiiH1NOs galben/ 1078, 1143, 1162, 1193, 1223, 1240, 55.56 4.88 6.04
202-203°C 1317, 1330, 1437, 1475, 1497, 1558,
1595, 1665, 1729, 3301, 3337.
6 ulei/ A/77T 724, 770, 848, 867, 938, 989, 1022, 56.00/ 4.03/ 18.66
C14H12N4O4 galben 1051, 1100, 1151, 1162, 1242, 1299, 56.20 4.16 /
1329, 1382, 1434, 1485, 1522, 1547, 16.78
1572, 1589, 1629, 1668, 2011, 2712,
3081, 3147, 3310.
7 Solid/ A/70 660, 745, 761, 825, 1013, 1035, 1055, 41.03/ 6.03/ 11.96
CsH14N2Og incolor/ 1106,1205, 1240, 1299, 1315, 1391, 41.22 595 /
158-160°C 1445, 1476, 1534, 1651, 2824, 2881, 13.79
2941, 2985, 3287.
8 Solid/ A/60 745, 761, 822, 862, 913, 943, 1029, 45.80/ 6.92/ 10.68
C1oH1sN20¢ incolor / 1046, 1072, 1113, 1201, 1241, 1252, 4599 6.73 /
142-143°C 1300, 1312, 1324, 1361, 1441, 1476, 10.49
1532, 1650, 1740, 2859, 2893, 2933,
2952, 2981, 3067, 3300, 3336, 3400.
9 ulei/galben A/75 739, 761, 769, 791, 846, 860, 901, 49.65/ 7.64/ 9.65/
C12H22N>06 934, 977, 1011, 1080, 1121, 1183, 49.85 7.77 9.61
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.
10 Solid/ B/69 683, 773, 825, 870, 909, 984, 1023, 40.68/ 6.26/ 7.91/
C12H22N2010 incolor/ 1042, 1119, 1179, 1227, 1262, 1279, 40.49 6.41 8.02
142-143°C 1368, 1383, 1425, 1461, 1515, 1663,
1735, 2887, 2944, 3252, 3336.
11 Solid/ A/70 777, 873, 906, 1023, 1049, 1110, 55.80/ 8.58/ 10.84
C12H22N>04 incolor/ 1169, 1231, 1268, 1369, 1381, 1419, 5596 877 /
120-122°C 1515, 1669, 1723, 2899, 2935, 3248, 11.03
3330.
12 Solid/ C/49 672,754, 831,952, 1048, 1135, 1310, 54.55/ 3.66/ 12.72
CioHsN204 maro/ 1463, 1490, 1525, 1610, 1677, 2299, 5438 3.78 /
250°C dec. 2577, 2791, 3341, 3737. 12.71
13 Solid/ C/30 726, 754, 838, 893, 953, 1049, 1079, 65.75/ 4.14/ 19.17
Ci6H12N4O2 maro/ 1132, 1149, 1238, 1260, 1368, 1396, 65.91/ 4.13 /
250°C dec. 1449, 1480, 1527, 1570, 1618, 1643, 18.88

1686, 1777, 2803, 2989, 3031, 3118,
3306.

“Metoda: A — Reactia la temperatura camerei; B — Reactia la 50-55 °C; C - Reactia la 75-80 °C;
D — Reactia la 125-135°C.
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Astfel de sisteme heterociclice pot fi modificate nu numai prin schimbarea naturii si
numarului de atomi de legatura, ci si prin schimbarea naturii substituentilor in nucleele
benzimidazolice. Cercetarea literaturii de specialitate a relevat faptul ca, desi s-a raportat sinteza
unui numdr anumit de bis-benzimidazoli, nici unul dintre acestia nu a fost sintetizat din acidul 1.

Prezenta lucrare descrie metodele elaborate pentru sinteza noilor mono- §i bis-
benzimidazoli, in care amandoud nuclee benzimidazolice sunt conectate prin pozitiile 2- , sau
prin eten-1,2-dioli.

Derivatul monobenzimidazolic 12 a fost sintetizat prin condensarea catalizata de acid
clorhidric (Figura 3.8) a o-fenilenediaminei cu acidul 1 in baia de ulei la 135 °C in atmosfera de
No. Aceeasi procedura poate fi utilizata pentru prepararea derivatului bis-benzimidazolic prin
refluxarea a doi moli de diamina cu un mol de acid 1 in acid clorhidric de 4 N.

Rezultatele analitizei compusilor sintetizati (starea de agregare, culoarea, temperatura de
topire, frecventele caracteristice in spectrul IR, si analiza elementald) sunt prezentate in Tabelul
3.1

Datorita faptului cd acidul dihidroxifumaric initial posedd maximul de absorbtie la 295
nm (¢ = 7100 in metanol de 70%), caracteristic gruparii enodiolice, au fost inregistrate spectrele
compusilor sintetizati in metanol de 70%, pentru determinarea ulterioara a corelatiei dintre

absorbtia UV, structura moleculei si activitatea antioxidanta (Tabelul 3.2).

Tabelul 3.2. Structurile, coeficientii de absorbtie ¢ si valoarea maximului de absorbtie

Jmax (Nm) a compusilor sintetizati, in solutie de metanol (70%)

. A
No. Compusul Denumirea ::1); ’ £

OH O
PN o~ o o
1 dimetil 2,3-dihidroxifumarat 300 3500
O OH
2
NH
) © (E)-metil 2,3-dihidroxi-4-oxo- 285 10365
HO x_OH 4-(fenilamino)but-2-enoat
o "0
| 5
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;\«max ’

No. Compusul Denumirea €
nm
W N= L o
=N 7 HN 2,3-dihidroxi-N' N*-di(piridin-
3 O OH \_/ 2-il)fumaramida 299 9825
6
OH O
H PR
~_N ~_-OH 2,3-dihidroxi-N',N*-bis(2-
4 HO = ” hidroxietil)fumaramida 215 18900
O OH
7
OH O
HO._ ~_N AN
S >~ N 9 23-dihidroxiNUNSbIS2- 1, goes
O OH hidroxipropil)fumaramida
8
HO HO 0]
§NH p on 2,3-dihidroxi-N!,N*-bis(1-
6 HN hidroxi-2-metilpropan-2- 211 6245
O OH il)fumaramida
9
OH
HO, HO
}NH P OH N',N-bis(1,3-dihidroxi-2-
7 HO 7 HN OH (hidroximetil)propan-2-il)-2,3- 210 7305
O OH OH dihidroxifumaramida
10
HO 0
i;;:-Nki o :
: = Chdoxitummida 20319
O OH
1

N  OH
@ \>—\§_<OH acidul (E)-3-(1H-
9 N imi i 267 7960

benzo[d]imidazol-2-il)-2,3-
H
HO 0 dihidroxiacrilic

10 benzo[d]imidazol-2-il)etene- 261 17880

1,2-diol

s
m D e

Substituirea gruparii carboxilice cu cea esterica deplaseaza absorbtia spre lungimi de
undd mai scurte. Deplasarea batocromica este inregistratd pentru toate amidele si benzimidazolii.

Valoarea hmax pentru ter{-butilamidele 11 este cea mai apropiata de valoarea pentru acidul
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dihidroxifumaric 1, in timp ce diferentele structurale ale acestor substante produc o schimbare de
circa 20 de ori in valoarea pentru €max: de la 7100 la 315. Substituentii saturati, care includ
heteroatomi, precum oxigenul si azotul, contin electroni de non-legatura, in afara de o-electroni.
Amidele 7-10 cu o grupare hidroxilica libera, absorb la lungimi de unda mai mici decat esterul
initial 2. Marirea lungimii catenei carbonice, sau substituirea a doi atomi de hidrogen pe
gruparea metilica sau carbinolicd in compusul 7 duce la valori mai mici ale lungimilor de unda,
conform sirului 7 — 8 — 9 — 10. Valorile medii ale Amax ale acestor trei tipuri de compusi
prezentati in tabelul 3 se micsoreaza in acelasi sir.

Conform asteptarilor, absorbtiile compusilor aromatici si heterociclici din seria cercetata
sunt diferite de cele ale derivatilor saturati de structura liniard. Valorile Amax ale compusilor 5, 6,

12 si 13 sunt mai inalte decat cele ale subtantelor discutate anterior, cu exceptia compusului 11.

3.2. Determinarea activitatii antioxidante prin utilizarea radicalului DPPH"

Urmatoarea etapd de cercetare a constat in determinarea activitdtii antioxidante a
compusilor sintetizati in etapa precedentd, precum si a acizilor ascorbic si dihidroxifumaric,
utilizdnd doud metode foarte raspandite in cercetarile de acest fel: metoda cu radical cationul
ABTS"" si radicalul DPPH" , rezultatele fiind prezentate in continuare .

Curbele cinetice pentru toti compusii studiati au fost construite prin urmarirea cantitatii
remanente a DPPH" (in %) in functie de timpul de reactie [99,100]. Concentratia initiald a DPPH"
a fost calculata conform ecuatiei 3.1, determinata din curba de calibrare a DPPH" in solutia de
metanol (70%), iar concentratia initiala a DFH4 a fost calculata conform ecuatiei 3.2, determinata
din curba de calibrare a DFH41n solutia de metanol (70%), conform Figurii 3.9:

[DPPH]o=9,6-10°-A (3.1)
[DFH4]o=7,1-103-A (3.2)
unde: [DPPH"]o — concentratia initiald a DPPH’; [DFH4]o — concentratia initiald a DFHy;
A — densitatea optica a reagentului (DPPH" sau DFHy4, respectiv) la t = 0 min.

Curbele cinetice de consum a DPPH" la interactiunea cu substantele studiate (Figurile
3.10-3.13) demonstreaza existenta a trei tipuri de comportamente cinetice: rapid, mixt (etapa
rapida este urmata de o etapa mai lenta, ce poate fi vizual observatd) si comportament cinetic lent.
Legitatea cineticd este determinata atat de structura moleculard a compusului studiat, cat si de

stabilitatea radicalului de antioxidant format in urma reactiei cu DPPH".
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Fig. 3.9. Curbele de calibrare pentru DPPH" (a) si DFH4 (b) in solutie metanolica (70%)

Cinetica reactiei rapide dintre antioxidant (AH) si radical este determinatd de prezenta
grupelor functionale active, care permit transferul rapid al atomilor de hidrogen. Activitatea
antiradicalica a acestor compusi este destul de inalta, realizdndu-se o reactie ireversibild cu
DPPH’, astfel se urmareste o scadere brusca a concentratiei de DPPH" si reactia se finalizeaza in
decurs de cateva secunde, in dependenta de concentratia initiald a AH. Din sirul compusilor

studiati, doar acidul ascorbic (AAs) face parte din acest grup (Figura 3.10).

085

<
=)
v

Absorbtia DPPH"

0.65

8 3 & 9 4z 45 18 21 24 27 30
Timp, s
Fig. 3.10. Curba cinetica de consum a DPPH" la interactiunea cu acidul
ascorbic, [AAs]o =2-10° M; [DPPHJo=1-10* M, t=30s
O parte din compusii studiati au demonstrat o legitate cineticd mixta, compusa dintr-o
etapa rapidd, similard comportamentului acidului ascorbic, in care concentratia radicalului scade
semnificativ, urmatd de o etapa mai lentd. Astfel de compusi participd la un transfer rapid de

atomi de hidrogen, iar intermediarul format participa intr-un transfer lent de hidrogen. Analizand
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curbele cinetice obtinute, constatam ca DFH4 1, esterul EMD 2, acidul MBD 12 si diolul BBD
13 prezintd o legitate cineticd mixta (Figurile 3.11, 3.12). La interactiunea acestora cu DPPH", in
prima etapd se observd o diminuare rapida a concentratiei radicalului (cateva secunde pentru
DFH4 1, acidul MBD 12 si cateva zeci de secunde pentru esterul EMD 2, si diolul BBD 13), insa

starea de echilibru se atinge Intr-un timp mai indelungat, in comparatie cu AAs (Tabelul 3.3).

095 |
0.90
0.85

0.80
0.75 L

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30
Timp, s

Fig. 3.11. Curbele cinetice de consum a DPPH" la interactiunea cu DFH4 1

Absorbtia DPPH’

(albastru) si acidul MBD 12 (verde) in conditiile: [DFH4]o = [MBD]o = 2-10"° M;
[DPPH]p=1-10“M,t=30s

Forma curbelor cinetice este determinata de structura moleculard a compusului studiat,
de reactivitatea globala si locald, care implica stabilitatea radicalului de antioxidant.

Diferenta in activitatea antioxidantd a dimetil 2,3-dihidroxifumaratului 2 ar putea fi
explicata prin delocalizarea diferita a electronilor comparativ cu DFHa, respectiv, si un transfer
de atomi de hidrogen mai lent. In acelasi timp, trebuie luatid in consideratie si stabilitatea
radicalilor formati de antioxidanti. Studii anterioare [101] au ardtat prin intermediul metodei
RES ca concentratia radicalului ascorbic creste odatd cu cresterea concentratiei ascorbatului
(forma disociata a acidului ascorbic).

In acelasi mod, forma disociatdi a acidului dihidroxifumaric duce la stabilizarea
radicalului, datoritd perechii de electroni liberi in atomul de oxigen carboxilic. $i odatd ce
radicalul format este mai stabil, compusul cercetat are o activitate antioxidantd mai mare. Insa
esterul dimetilic al DFH4 nu disociaza, deoarece oxigenul din legdtura estericdi —O—CH3s nu are
perechea de electroni libera, astfel, stabilitatea radicalului esterului dimetilic va fi mai mica

decat a radicalului format din DFHa.

63



0.65 [t
0.60 [\

0.55

Absorbtia DPPH"

0.50 |- . o

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Timp, s

Fig. 3.12. Curbele cinetice de consum a DPPH" la interactiunea cu diolul BBD 13
(albastru) si esterul 2 (oranj) in conditiile: [BBD]o= [EMD]o=2-10" M;
[DPPH[o=0.7-10* M, t=120s

In grupa compusilor cu o legitate cinetica lenta intrd acei compusi, care au proprietatea
de a participa doar la un transfer lent de hidrogen, si starea de echilibru se atinge intr-un timp

mai Indelungat, in comparatie cu DFH4, in dependenta de concentratia initiald a compusului. In

aceastd grupa intra anilida 5 si fumaramida 6 (Figura 3.13).

0.6

0.4

Absorbtia DPPH'

03

] 5 10 15 20 25 30
Timp, min

Fig. 3.13. Curbele cinetice de consum a DPPH" la interactiunea cu: (a) anilida 5,
[anilida]o = 2,26:10° M, [DPPH']o = 6-10" M, t = 30 min si (b) fumaramida 6,
[fumaramida]o= 2,7-10° M; [DPPH]o=6-10" M, t =30 min

O serie de compusi sintetizati au demonstrat activitate foarte redusd in testul DPPH’,
scindand mai putin de 10% de radical la o concentratie initiald a reagentului de pana la 5 ori mai
mare decat a radicalului DPPH’, in decurs de o ora. Aceasta se datoreaza alterarii structurii

electronice initiale a fragmentului enediolic, respectiv a indicilor de reactivitate globald si locala,
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datorita atasarii anumitor fragmente structurale. Derivatii cu activitate antioxidanta
nesemnificativa sunt fumaramidele 7, 8, 9, 10, 11.

Activitatea antioxidanta, stoichiometria si molecularitatea reactiilor

Trebuie subliniat faptul cd forma curbei cinetice nu indicd direct asupra activitatii
antioxidante a compusului. Activitatea antioxidantd/antiradicalica este definita ca fiind cantitatea
de antioxidant necesara pentru diminuarea concentratiei initiale de DPPH" cu 50%, numita
concentratia eficientd la 50% (ECso). Pentru simplitate, deseori se utilizeaza valoarea 1/ECso,
numitad putere antiradicalicd (PAR). Astfel, cu cat PAR este mai mare, cu atat antioxidantul este
mai eficient.

Pentru a determina activitatea antiradicalica a compusilor studiati, au fost testate o serie
de rapoarte molare, exprimate ca moli de antioxidant per mol de DPPH", in diapazonul de la 0,1
pana la 1. Pentru fiecare raport molar, concentratia remanentd de DPPH" la echilibru a fost
determinatd si reprezentatd grafic, permitdnd determinarea ulterioara din grafic a raportului

molar care reduce jumatate din concentratia initiald de DPPH" (ECso).
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% . g; o ® Anilida 5
% 50 “® ® Fumaramida 6
5 .
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=W
A
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Raportul molar

Fig. 3.14. Determinarea constantelor stoichiometrice pentru reactia dintre DPPH" si
derivatii cercetati
In Figura 3.14 este prezentatd modalitatea de determinare a ECso pentru DFH4si derivatii
care au manifestat activitate antiradicalica.
Constanta stoichiometrica a fost definitd ca numarul de molecule de DPPH" reduse de
catre o molecula de antioxidant in decurs de o reactie completa, si notatd cu o = 1/ (2 x ECsp),

conform reactiei:
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o DPPH* + A-H i Produsi 3.3)

In Tabelul 3.3 se prezinti PAR, ECso, relatia stoechiometrici a antioxidantilor supusi
testdrii, i timpul de reactie necesar stabilirii echilibrului. Acizii ascorbic si dihidroxifumaric
precum si acidul MBD 12 poseda cea mai mare constanta stoichiometrica, fiecare mol de acesti
compusi scindeaza cate 2 moli de radical DPPH". Reactia dintre radical si AAs decurge timp de
cateva secunde, 1n cazul reactiei cu DFH4 - pand la 2 minute, iar in cazul MBD 12, reactia atinge

echilibrul timp de pana la 10 minute [102].

Tabelul 3.3. Clasificarea compusilor testati in dependenta de legitatea cinetica in reactia cu

DPPH’, cu valorile respective ale PAR, ECso si constantei stoichiometrice

o, numarul de

. . Timpul de
Compusul ECso PAR rnol'1 de DPPH reactiep pana la
scindati de 1 hilib
mol de AH cchiiibru
Legitate cineticd AAs 0,25 4 2 <10-15 sec
rapida
Legitate cinetica DFH4 1 0,25 4 2 <2 min
mixtd Acidul MBD 12 0,25 4 2 <10 min
(rapida+lenta) Diolul BBD 13 0,5 2 1 <10 min
EMD 2 0,5 2 1 ~ 20-30 min
Legitate cineticd Anilida 5 0,7 1.4 0,7 ~ 45-60 min
lenta Fumaramida 6 2 0.5 0,25 ~ 45-60 min
MEAD 7 25 0.04 0,02 -
Activitate MPAD 8 10 0.1 0,05 -
antioxidanta Fumaramida 9 16,6 0.06 0,03 -
neglijabila Fumaramida 10 8,3 0.12 0,06 -
Fumaramida 11 55,5 0.018 0,009 -

Referitor la ecuatia (3.3) a prezentat interes determinarea particularitatilor structurale ale
hidrazinei DPPH-H, iar recristalizarea acesteia din etanol cu analiza ulterioarda a monocristalelor prin
metoda difractiei cu raze X a permis elucidarea, pentru prima data, a structurii complexului DPPH-H pur.
Rezultatele respective sunt in afara scopului acestui capitol, doritorii sunt incurajati s acceseze [103]

pentru mai multe detalii.

3.3. Studiul legitatilor cinetice ce descriu reactiile dintre acidul dihidroxifumaric si
derivatii acestuia cu radicalul DPPH"

Legitétile cinetice care descriu reactiile dintre compusii cercetati si radicalul DPPH" au
fost studiate utilizind metoda spectrofotometrica clasica si metoda stop-flow, in dependenta de

timpul de reactie, In fiecare caz in parte.
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Stoichiometria reactiilor
Valorile constantelor stoichiometrice pentru fiecare antioxidant au fost determinate
anterior, si sunt prezentate in Tabelul 3.3. Pentru DFHy4 a fost posibila determinarea constantelor

stoichiometrice pentru cele doua etape mecanistice.
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Absorbanta DPPH"

Fig. 3.15. Micsorarea concentratiei de DPPH" la reducerea acestuia cu DFH4, atunci cind

initial [DFHa]o = ([DPPH’]o/5), unde 6 = 2

Figura 3.15 prezintd curba de micsorare a concentratiei DPPH" la reducerea acestuia cu
DFHy, atunci cand initial se iau concentratiile [DFH4]o = [DPPH"]o/c. Datele obtinute au permis
determinarea constantelor stoichiometrice pentru etapa rapida si cea lenta, obtindndu-se valorile
Orapid ~1 §1 Olent ~1. Acest fapt sugereazd ca in etapa rapida tot acidul dihidroxifumaric
reactioneaza in raport de 1:1 cu DPPH", dupa care radicalul format de DFH4 se transforma intr-un
intermediar activ care interactioneaza cu radicalul raimas de DPPH" in raport de 1:1, Tnsd mult
mai lent. Trebuie mentionat faptul cd desi pentru DFH4 1, constanta stoichiometricd o
corespunde cu numarul gruparilor OH, cercetarile RMN nu au confirmat mecanismul propus
anterior [104], dat de schema de mai jos (Figura 3.16), deoarece In urma reactiei rapide molecula

este scindatd intr-un sir de substante ce urmeaza a fi determinate in studiile viitoare.

HOOC-C-OH  DPPH_ |HOOC-C-O'  _ HOOC-C=0  _. HOOC-C=0 #DPPH_ HOOC-C=0
HO-C-COOH -DPPH-H HO-C-COOH 0"-C-COOH HO-C*-COOH | oppHA 0=C-COOH

Fig. 3.16. Mecanismul presupus al reactiei dintre DFH4 si DPPH care nu a fost confirmat

prin cercetari RMN

In cazul esterului 2, a acidului MBD 12 si a diolului BBD 13, reactia cirora cu DPPH®

de asemenea prezintd doud etape ce pot fi vizual deosebite pe grafic, valoarea constantei
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stoichiometrice ¢ pentru etapa rapida este mai micd decat 1, ceea ce sugereaza o mai mare

complexitate a mecanismelor de reactie.

Determinarea ordinelor de reactie fata de reactanti si a constantelor de viteza
In reactia antioxidantilor cu radicalul DPPH", viteza (v) reactiei complete dintre ¢ moli de

DPPH' si un mol de antioxidant (AH), in functie de timp, poate fi definitd conform ecuatiei:

_dCDPPH — X Y
v=—"Com_j \[DPPH " <[ AH], (3.4)

unde k& este constanta de viteza a reactiei; [DPPH]o si [AH]o sunt concentratiile initiale a
radicalului si, respectiv, a antioxidantului; ¢ este constanta stoichiometrica totala a reactiei; x si y
sunt ordinele de reactie fatd de DPPH" si AH, respectiv.

In cazul antioxidantilor ce prezinti un mecanism secvential, etapele pot fi delimitate:

= =2Com [DPPH, (AH), +kADPPHY [AH) o

unde k; este constanta de viteza a reactiei rapide; k» este constanta de viteza a reactiei mai
lente; [DPPH"]o si [AH]o sunt concentratiile initiale a radicalului sau antioxidantului, respectiv; ¢
este constanta stoichiometrica totald a reactiei; x;, y; si x2, y2 sunt ordinele de reactie fatd de
DPPH' si AH, respectiv pentru etapele rapida si lenta. Trebuie mentionat faptul ca stoichiometria,
molecularitatea si ordinul de reactie coincid in mod necesar numai in reactii elementare, adica,
acele reactii care au loc intr-o singurd etapa, deoarece ecuatia reactiei pentru reactii elementare
coincide cu procesul la nivel molecular. In cazul mecanismelor de reactie mai complexe, indicii
mentionati pot si de reguld au valori diferite.

Luand 1n consideratie complexitatea mecanismului de reactie in cazul compusilor ce
prezintd cineticd mixta, In cadrul cercetdrilor de fatd, pentru acesti compusi a fost investigata
doar etapa rapida a reactiei, care corespunde transferului primului atom de hidrogen de la
antioxidant catre radical.

Pentru determinarea ordinelor partiale de reactie a fost utilizatd metoda vitezelor initiale.
Astfel, pentru determinarea ordinului de reactie pentru DPPH’, a fost calculatd viteza initiala
pentru cdteva concentratii initiale ale DPPH’, mentinand constantd concentratia antioxidantului.
Desi aplicarea acestei metode este limitata in cazul reactiilor rapide, in cadrul studiilor de fata a
fost posibila datorita utilizarii metodei stop-flow (a se vedea Cap. 2), care a permis Inregistrarea
absorbtiei solutiei de DPPH" din primele secunde ale reactiei.

Ecuatia (3.4) in forma logaritmica permite reprezentarea graficd a dependentei log(v) in

functie de log([DPPH]o), iar ordinul partial de reactie x poate fi determinat din panta dreptei. in
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mod analogic poate fi determinat ordinul partial de reactie y pentru antioxidant, mentinand
constanta concentratia initialda de DPPH", si variind concentratia initiald de antioxidant. Din
ecuatia dreptei, poate fi calculatd valoarea constantei observate de viteza, care este produsul
dintre constanta reald si concentratia substantei mentinutd neschimbatd. O altd metoda de
determinare a ordinului de reactie fata de antioxidant devine posibild prin utilizarea ecuatiei (3.4)
cu conditia initiala [AH]o = [DPPH"]o/c, iar prin conversia logaritmica ulterioara se ajunge la

forma:

log(v) = log(g) +(x+ y)xlog([DPPH"],) (3.6)

Astfel, y poate fi determinat din panta dreptei, deoarece x a fost determinat anterior.

Pentru antioxidantii care prezinta legitate cinetica lentd, a fost studiatad in cadrul acestei
cercetari doar anilida 5, deoarece derivatii MEAD 7, MPAD 8, precum si fumaramidele 9, 10, 11
au demonstrat activitate antioxidanta foarte scazuta, practic nesemnificativa.

In scopuri comparative a fost studiata reactia dintre DPPH' si acidul ascorbic, care este pe

larg utilizat ca substanta de referinta in studii similare.
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Fig. 3.17. Scdderea absorbantei radicalului DPPH" in timp, la interactiunea cu AAs, in

primele 18 secunde de reactie, pentru conditia [AAs]o = [DPPH’]o/c, unde 6 =2

In Figura 3.17 este prezentati sciderea absorbtiei radicalului DPPH" in timp, in functie

de concentratia initiald a AAs, in primele secunde de reactie, pentru conditia [DFH4]o =
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[DPPH]o/c, unde ¢ = 2. Reactia decurge foarte rapid si echilibrul se atinge in primele 10

secunde de reactie.

log(CppPPH) log(CppPH)
-4.65 35
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Fig. 3.18. Determinarea ordinului de reactie x fata de DPPH’ (a), si a ordinului total
de reactie x+y (b) in reactia radicalului DPPH’ cu AAs, unde [AAs]o =2-10° M (a) si
[AAs]o = [DPPH]o/o (b), la timpul de reactie t =0.2 s

Ecuatiile dreptelor din Figura 3.18 permit determinarea ordinelor de reactie partiale si a
constantei de viteza. Astfel, conform rezultatelor obtinute, ordinul de reactie fatd de DPPH" este
x = 1, si ordinul de reactie fatd de AAs este y = 0.5. Luand in consideratie [AAs]o = 2-10° M si
log(kobs) = -0,0397, calculam valoarea constantei de viteza k = 45,6-103 mol-L!-s1.

In concluzie, se poate spune ci reactia dintre DPPH" si acidul ascorbic este o reactie de
ordinul 1,5 si este descrisa de relatia v =45,6-10° x[ DPPH -], x[ A4s])” unde [DPPH]o si [AAs]o
sunt concentratiile initiale ale reactantilor respectivi.

In rezultatul experientelor ulterioare, s-au efectuat calcule cinetice pentru antioxidantii ce
prezintd cinetica mixta (etapa rapida + etapa lentd): DFH4 1, esterul 2, acidul MBD 12 si diolul
BBD 13. Pentru antioxidantii cu legitate cineticd mixta, a fost utilizatd relatia (3.4) pentru
descrierea etapei rapide, care corespunde cu transferul primului hidrogen de la antioxidant la
radical. In Figura 3.19 este prezentati sciderea absorbtiei radicalului DPPH" in timp, pentru
conditia [DFH4]o = [DPPH"Jo/o, in primele secunde de reactie.

Ecuatiile dreptelor din Figura 3.20 permit determinarea ordinelor de reactie partiale si a
constantei de viteza. Astfel, conform rezultatelor obtinute, ordinul de reactie fatd de DPPH" este
x = 1, si ordinul de reactie fata de DFH4 1 este y = 0,5. Luand in consideratie [DFH4]o = 2107

M si log(kobs) = -0,5181, gasim valoarea constantei de viteza k = 15.2-10° mol-L!-s™..
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Fig. 3.19. Scaderea absorbantei radicalului DPPH" in timp, la interactiunea cu DFH4 1, in

primele 5 secunde de reactie, pentru conditia [DFH4]o = [DPPH]o/0, unde ¢ =2

In concluzie, se poate spune ca reactia dintre DPPH" si acidul 1 este o reactie de ordinul

1,5 descrisd de relatia v=15,2-10° x[DPPH],x[DFH,];”> unde [DPPH']o si [DFH4]o sunt

concentratiile initiale ale reactantilor respectivi.
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Fig. 3.20. Determinarea ordinului de reactie x fata de DPPH" (a), si a ordinului total de
reactie x+y (b) in reactia radicalului DPPH’ cu DFH4 1, unde [DFH4]o = 2:10° M (a) si
[DFH4]o = [DPPH]o/6 (b), la timpul de reactie t =0.3 s

In Figura 3.21 este prezentata sciderea absorbtiei radicalului DPPH" in timp, in functie de

concentratia initiala de acid MBD 12, in primele secunde de reactie, pentru conditia [MBD]o =

[DPPH']o/c.
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Fig. 3.21. Scaderea absorbantei radicalului DPPH’ in timp, la interactiunea cu MBD 12, in

primele 5 secunde de reactie, pentru conditia [MBD]o, = [DPPH"]o/0, unde ¢ =2

Ecuatiile dreptelor din Figura 3.22 permit determinarea ordinelor de reactie partiale si a
constantei de viteza. Astfel, conform rezultatelor obtinute, ordinul de reactie fatd de DPPH" este
x = 1, si ordinul de reactie fata de BMD 12 este y = 1. Luand in consideratie [MBD]p =2-10°M

si log(kobs) = 0,7686, gasim valoarea constantei de viteza k = 29,3103 mol-L!-s™..
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Fig. 3.22. Determinarea ordinului de reactie x fata de DPPH" (a), si a ordinului total de
reactie x+y (b) in reactia radicalului DPPH’ cu MBD 12, unde [MBD], =2:10° M (a) si
[MBD]o = [DPPH’]o/c, unde ¢ = 2 (b), la timpul de reactie t =0.2 s

In concluzie, se poate constata ca reactia dintre DPPH"si acidul 1 este o reactie de ordinul
doi, descrisd de relatia v=29,3-10°x[DPPH-],x[MBD], unde [DPPH]o si [MBD], sunt

concentratiile initiale ale reactantilor respectivi.
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In Figura 3.23 este prezentati sciderea absorbtiei radicalului DPPH" in timp, in functie

de concentratia initiald a diolului BBD 13, in primele secunde de reactie, pentru conditia [BBD]o

= [DPPH']u/o.
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Fig. 3.23. Sciaderea absorbtiei radicalului DPPH" in timp, la interactiunea cu BBD 13, in

primele 5 secunde de reactie, pentru conditia [BBD]o= [DPPH’|¢/c, unde 6 = 1
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Fig. 3.24. Determinarea ordinului de reactie x fata de DPPH" (a), si a ordinului total de
reactie x+y (b) in reactia radicalului DPPH" cu BBD 13, unde [BBD]o=2-10" M (a) si
[BBD]o= [DPPH]o/6, unde ¢ =1 (b), la timpul de reactie t =0.2 s

Ecuatiile dreptelor din Figura 3.24 permit determinarea ordinelor de reactie partiale si a
constantei de viteza. Astfel, conform rezultatelor obtinute, ordinul de reactie fata de DPPH" este
x = 1, si ordinul de reactie fata de BBD 13 este y = 1. Luand in consideratie [BBD]o =210 M si

log(kobs) = -0,4771 gdsim valoarea constantei de viteza k=16,7-10° mol-L s,
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In Figura 3.25 este prezentati sciderea absorbtiei radicalului DPPH' in timp, la

interactiunea cu esterul 2, in primele 60 de secunde de reactie, atunci cand [EMD]o = [DPPH"]o/c.
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Fig. 3.25. Scaderea absorbtiei radicalului DPPH" in timp, la interactiunea cu esterul 2, in

primele 60 de secunde de reactie, pentru conditia [EMD]o = [DPPH"]o/6, unde ¢ = 0.7
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Fig. 3.26. Determinarea ordinului de reactie x fata de DPPH" (a), si a ordinului total de
reactie x+y (b) in reactia radicalului DPPH" cu esterul EMD 2, unde [EMD]y =2-10M (a)
si [EMD]o = [DPPH’]o (b), timpul de reactiet=1s

Ecuatiile dreptelor din Figura 3.26 permit determinarea ordinelor de reactie partiale si a
constantei de viteza. Astfel, conform rezultatelor obtinute, ordinul de reactie fata de DPPH" este
x = 1, si ordinul de reactie fata de dimetil 2,3-dihidroxifumaratul 2 este y = 1. Fiind cunoscute

valorile [EMD]o = 2-10” M si log(Kobs) = -1.1296, este posibil calculul constantei de viteza k =

3.7-10° mol-L1-sL.
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In concluzie se poate spune ci reactia dintre DPPH" si esterul 2 este o reactie de ordinul
doi, descrisa de relatia v=3,7-10°x[DPPH-],x[EMD], unde [DPPHT, si [EMD]o sunt

concentratiile initiale ale reactantilor respectivi.
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Fig. 3.27. Scaderea absorbtiei radicalului DPPH’ in timp, la interactiunea cu anilida 5, in

primele 120 secunde de reactie, pentru conditia [anilida]o = [DPPH’]o/c

In Figura 3.27 este prezentati scidderea absorbtiei radicalului DPPH' in timp, la
interactiunea cu anilida 5, in primele 120 secunde de reactie, pentru conditia [anilida]o =

[DPPH]o/c. Anilida 5 face parte din antioxidantii ce au demonstrat o cinetica lenta in reactia cu

DPPH" .
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Fig. 3.28. Determinarea ordinului de reactie x fata de DPPH’ (a), si a ordinului de

reactie y (b) fata de anilida 5, unde [anilida]o= 2,26-10° M (a) si [DPPH"]o=2-10"° M (b),

timpul de reactie t = 10 min

Ecuatiile dreptelor din Figura 3.28 permit determinarea ordinelor de reactie partiale si a

constantei de viteza. Astfel, conform rezultatelor obtinute, ordinul de reactie fatd de DPPH" este
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x = 1, si ordinul de reactie fata de anilida 5 este y = 1. Luand in consideratie [anilida]o = 2,26-10
> M si log(kobs) = -3,2021, gasim valoarea constantei de vitezd k = 27,8 mol-L!s™! pentru
experimentele efectuate cu mentinerea constantd a concentratiei anilidei 5. Analogic, luand 1n
consideratie [DPPHJo = 2-10"°> M si log(kobs) = -3,3604, gdsim valoarea constantei de viteza k =
25,1 mol-L!''s! pentru experimentele efectuate cu mentinerea constantd a concentratiei
radicalului. Astfel, valoarea medie a constantei de viteza va fi 26,5 mol-L!-s™!.

In concluzie se poate spune ci reactia dintre DPPH" si anilida 5 este o reactie de ordinul
doi, descrisa de relatia v=26,5x[DPPH-],x[anilida], unde [DPPHTo si [anilida]o sunt
concentratiile initiale ale reactantilor respectivi.

Rezultatele sumarizate ale calculelor cinetice sunt prezentate in Tabelul 3.4.

Tabelul 3.4. Ordinele de reactie partiale si constantele de viteza ale compusilor studiati

. Ordinul de Ordinul de  Constanta de .Cor.lstanta. «
Legitate . y . - . . stoichiometrica
o Compusul reactie fatd de reactie fata reactie (din .
cinetica antioxidant de DPPH'  viteza initiald) (nr. de moli de
’ DPPH’ scindati)
rapidad AAs 0,5 1 45,6-10° 2
DFH4 1 0,5 1 15,2-10° 2
mixta MBD 12 1 1 29,3-10° 2
(rapida-+lenta) BBD 13 1 1 16,7-10° 1
EMD 2 1 1 3,7-10°3 1
lentd Anilida 5 1 1 26,5 0,7

Conform rezultatelor obtinute, doar in cazul a trei compusi, un mol de antioxidant
scindeaza doi moli de radical DPPH" (acidul ascorbic, acidul dihidroxifumaric 1 si acidul MBD
12). Un mol de ester dimetilic 2 si diol BBD 13 scindeazd cate un singur mol de radical, iar
anilida 5 - 0,7 moli de DPPH". Reactiile antioxidantilor cu radicalul DPPH" decurg cu viteze
diferite, si dupd mecanisme diferite, fiind reactii de ordinul 1,5 doar pentru acidul ascorbic si

dihidroxifumaric, si de ordinul 2 pentru ceilalti antioxidanti.

3.4. Determinarea activititii antioxidante prin utilizarea radical-cationului ABTS"*

Activitatea de captare a radicalilor ABTS™" a compusilor studiati a fost determinata prin
procedura descrisa in [86] cu unele modificari. Solutia de ABTS'™ a fost preparatd prin
amestecarea a 8§ mM de sare de ABTS cu 3 mM de persulfat de potasiu in 25 ml de apa distilata.
Solutia a fost tinutd la temperatura camerei 1n intuneric timp de 16 ore 1nainte de utilizare.
Solutia de ABTS™" a fost diluata cu etanol 95%, pentru a obtine o absorbanta intre 0.8 si 0.9 la

734 nm. Pentru fiecare analizd a fost preparatd o solutie proaspata de ABTS™. Solutiile
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antioxidante si cele standard (dupa caz), in volum de 20 pl, au fost amestecate cu 1 ml de solutie
ABTS"" diluata si incubate la 30 °C. Absorbanta la 734 nm a fost cititd la 1 min, 4 min si 6 min.
Etanolul (95%) a fost utilizat 1n calitate de martor.

Graficul de calibrare a fost trasat fatd de standardul Trolox (concentratiile au variat intre
0-15 mM si au fost diluate 1n etanol 95%), densitatea optica a fost masurata la 734 nm exact la 1
min si 6 min dupd amestecare. Toate determindrile au fost efectuate in trei exemplare. Curba
dependentei TAA de concentratia solutiei de Trolox este prezentata in Figura 3.29.

Pentru activitatea antioxidanta totald, s-a trasat graficul de calibrare pentru Trolox

permitidnd determinarea capacitdtii antioxidante in echivalenti Trolox (TEAC).
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Fig. 3.29. Activitatea antioxidanta totald a solutiei de Trolox, in functie de [Trolox]o,

determinata prin metoda ABTS"™"

Metoda TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) pentru determinarea activitatii
antioxidante reflecta capacitatea antioxidantilor de a dona atomi de hidrogen pentru captarea
cationului radical ABTS"", cu maximele de absorbtie la 645, 734 si 815 nm, comparativ cu
Troloxul, un analog hidrosolubil al vitaminei E. Valoarea TEAC este definita ca fiind
concentratia solutiei de Trolox (mmol/L sau mg/L) cu un potential antioxidant echivalent cu 1
mM de compus studiat.

In testul ABTS™" au fost folositi urmatorii reducatori: DFH4 1 si derivatii acestuia,

obtinuti anterior: esterul 2, anilida 5, fumaramida 6, MEAD 7, MPAD 8, compusii 9, 10, 11,
acidul MBD 12, si diolul BBD 13 [104].

In Figura 3.30 este reprezentati sciderea densititii optice a solutiei de ABTS™ in

prezenta antioxidantilor de aceeasi concentratie (25 uM) [105,106].
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Fig. 3.30. Descresterea absorbtiei solutiilor de ABTS™ in functie de natura

reducatorilor, pentru [Red]o= 25 pM

Din datele obtinute (Figura 3.31), putem constata ca la concentratia maxima testatd, 25
uM, eficienta antioxidantilor scade in sirul: DFH4 1 > EMD 2 = anilida 5 > acidul MBD 12 >
diolul BBD 13 > fumaramida 9 > MPAD 8 = MEAD 7 > fumaramida 11 = fumaramida 6 =

fumaramida 10.
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Fig. 3.31. Dependenta AAT de natura si concentratia reducatorilor

Pentru reducatorii utilizati, a fost calculatd activitatea antioxidantd totald (AAT) si

capacitatea antioxidanta 1n echivalenti trolox (TEAC). Datele sunt prezentate in Tabelul 3.5.
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Tabelul 3.5. Activitatea antioxidanta totala si TEAC pentru diferiti reducatori

TEAC,
Compusul Crea, tM AAT pM Trolox
10 0,261 0,627
DFH: 1 15 0,372 0,894
20 0,483 1,161
25 0,561 1,348
10 0,165 0,395
15 0,228 0,547
EMD 2 20 0,259 0,622
25 0,289 0,695
10 0,172 0,414
- 15 0,211 0,507
Anilida 5 20 0,256 0,617
25 0,285 0,686
10 0,0067 0,016
fumaramida 6 15 0013 o
20 0,023 0,056
25 0,031 0,075
10 0,082 0,198
15 0,088 0,211
MEAD 7 20 0,093 0,225
25 0,098 0,235
10 0,075 0,179
15 0,083 0,200
MPAD 8 20 0,0945 0,227
25 0,105 0,251
10 0,097 0,232
' 15 0,127 0,305
Fumaramida 9 20 0,136 0,326
25 0,142 0,342
10 0,005 0,013
. 15 0,011 0,027
Fumaramida 10 20 0,017 0,04
25 0,027 0,067
10 0,015 0,037
_ 15 0,02 0,048
Fumaramida 11 20 0,033 0,08
25 0,044 0,107
10 0,165 0,396
. 15 0,198 0,475
Acidul MBD 12 20 0,23 0,552
25 0,28 0,672
10 0,15 0,36
. 15 0,183 0,44
Diolul BBD 13 20 0,21 0,504
25 0,26 0,624

Rezultatele demonstreazd cd cea mai mare activitate antioxidantd o poseda acidul

dihidroxifumaric 1, fiind urmat de catre esterul sdu dimetilic 2 si anilida 5, care poseda activitate
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antioxidantd echivalenta. Derivatii mono- 12 si bis- 13 benzimidazolici ai acidului DHF4
urmeaza in acest sir, situandu-se Tnaintea amidelor 7, 8 si 9. Cea mai mica activitate antioxidanta
in acest test o poseda compusii 6, 10 si 11.

In general, rezultatele obtinute in testele cu DPPH' si ABTS" au o corelatie buni, in
sensul cd au fost identificati compusii cu cea mai puternica activitate antiradicalica: 1, 2, 5, 12 si
13. Totusi, existd si citeva diferente, cum ar fi de exemplu, faptul cd derivatul 6 are activitate
nesemnificativd in testul cu ABTS™™ iar derivatii 7, 8 si 9, poseda dimpotriva, o activitate
semnificativ mai mare decat in testul cu DPPH". Acest lucru demonstreazd incd o data
specificitatea metodelor utilizate si necesitatea utilizdrii metodelor cat mai diverse pentru

obtinerea rezultatelor exhaustive.

3.5. Concluzii la capitolul 3

—_—

Au fost elaborate si descrise metodele noi de sinteza a unui sir de derivati noi ai DFHa.

Pentru substantele obtinute s-a investigat corelatia dintre structura moleculelor, absorbanta

UV si activitatea antioxidanta.

2. S-au studiat curbele cinetice de consum a DPPH" la interactiunea cu substantele noi obtinute
si s-a ardtat existenta a trei tipuri de comportamente cinetice: rapid, mixt si lent.

3. S-au determinat constantele stoichiometrice, timpul de reactie pand la echilibru, valorile
PAR si ECsp pentru reactiile dintre DPPH' cu DFH4 si derivatii sintetizati.

4. S-au determinat ordinele de reactii, constantele de viteza si s-au intocmit legitatile vitezei de
reactie pentru interactiunea dintre DPPH" cu DFHj4 si derivatii acestuia.

5. S-au construit curbele cinetice de consum a ABTS™ la interactiunea cu substantele noi
obtinute, si s-a stabilit cd activitatea antioxidanta scade in sirul 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 identificati o serie de compusi sintetizati care au demonstrat activitate foarte redusa

in testele cu DPPH" si ABTS™".
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4. STUDIUL TEORETIC AL INTERACTIUNII DFH,4 SI A DERIVATILOR SAI CU
RADICALUL DPPH’

4.1. Identificarea izomerilor enediolici si cetonici ai DFH4 in vacuo si in apa

In capitolele anterioare a fost descrisd sinteza unui sir de derivati prin modificarea
acidului dihidroxifumaric si a esterului sau dimetilic, in cautarea de noi sintoni pentru sinteza
tintitd, cat si pentru a studia relatia ,,structura-proprietate”. Activitatea antioxidanta/antiradicala a
compusilor a fost investigata utilizand testele cu radicalul DPPH" si cationul radical ABTS"" si s-
a constatat cd unele substante sintetizate au prezentat o activitate antioxidantd/antiradicala
scazutd, desi structura fragmentului ene—diolic a fost pastrata [28,105,106].

Intelegerea si prezicerea reactivitatii chimice este esentiald pentru sinteza de noi derivati
cu proprietdti antioxidante/antiradicale, prin urmare, n acest capitol va fi prezentatd informatia
despre studiile teoretice ale reactivitatii chimice, inclusiv descriptorii de reactivitate globala si
locald, care a fost dobanditd prin aplicarea conceptelor derivate din Teoria Functionala a
Densitatii.

Metodele computationale ce permit modelarea moleculard prezintd o aplicabilitate
extinsd in domeniul sistemelor chimice, fizice, biologice, intrucat acestea sunt capabile sa
prezicd nu numai proprietdtile substantelor in procesul de reactie, dar sunt foarte utile si pentru
studiul transportorilor de medicamente, precum si in interactiunile dintre aceste substante si
molecule biologice.

In pofida interesului de care se bucurd recent DFH4 si a potentialului siu de utilitate
practicd in diverse domenii, pdna in prezent nu au existat investigatii teoretice publicate cu
privire la izomeria conformationald a DFH4. Desi exista dovezi ca tautomerismul ceto-enolic este
una dintre cele mai studiate forme de prototropie [107], studiile moleculei DFH4 sunt foarte rare:
tautomerizarea ceto-enolica a acidului DFH4 a fost studiata experimental de catre Fleury si
Souchay [25] in anii 1960, de catre Souza si colab. in anii 1980, in timpul investigatiilor
efectuate asupra decarboxildrii DFH4[26], si de cétre Travin si colab. in anii 1980, in timpul unei
investigatii cinetice a complexului ionului uranil-DFH4 [108]. In acest context, cercetarea de fati
are menirea de a oferi rezultate valoroase pentru utilizare ulterioara atat in domenii teoretice, cat
s practice.

Gratie structurii sale, in cazul DFHg4, sunt posibile diferite conformatii pentru cele doua
forme tautomerice, datorita rotatiilor intramoleculare de-a lungul legaturilor simple C-C si

datorita posibilei orientari sin— si anti— periplanare a hidroxil hidrogenului fatd de ceto-oxigen.

&1



Structurile geometrice ale tuturor tautomerilor-rotamerilor posibili ai DFHj4 si starile de
tranzitie (ST) corespunzatoare au fost optimizate fara constrangeri de simetrie la nivelul teoriei
B3LYP, separat. Metoda cu aplicarea teoriei functionalei de densitate (density functional theory
- DFT) ofera posibilitatea de a calcula fiabil parametrii termodinamici pentru molecule si sisteme
cu legaturi de hidrogen, n cazul utilizarii unui set de baza rezonabil de mare [109]. Prin urmare,
pentru efectuarea acestor calcule a fost aleasd functionala B3LYP cu setul de bazda 6-311++G
(2df,2p) cu polarizare si functii difuze pentru atomii de hidrogen si non-hidrogen. Toate calculele

au fost efectuate folosind pachetul de chimie cuantici ORCA (a se vedea Cap. 2).
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Fig. 4.1. Structurile geometrice optimizate ale izomerilor enediolici ai DFH4

Starile de tranzitie au fost determinate prin metoda NEB (Nudged Elastic Band),

implementatd in softul ORCA, dupa care acestea au fost optimizate si studiate in continuare la
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nivelul B3LYP/6-311++G(2df,2p), conform celor mentionate anterior. Calculele frecventelor
armonice au fost efectuate la acelasi nivel de teorie si au fost utilizate pentru a confirma natura
tuturor structurilor stationare si a starilor de tranzitie. Punctele stationare nu au frecvente
imaginare, In timp ce toate stdrile de tranzitie sunt caracterizate de existenta unei singure

frecvente imaginare pentru miscarea de-a lungul coordonatei de reactie.
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Fig. 4.2. Structurile geometrice optimizate ale izomerilor cetonici ai DFH4
Frecventele vibrationale armonice calculate au aratat existenta a 22 de structuri

enediolice si 23 de structuri cetonice ale DFH4 in punctele stationare in faza gazoasa. Structurile

enediolice si cetonice sunt prezentate in Figurile 4.1 si 4.2, respectiv. [zomerii sunt nominalizati

&3



si aranjati incepand cu izomerul cel mai stabil spre cel mai putin stabil (conform calculelor de
energie libera Gibbs in vacuo). 1zomerii enediolici au fost notati prin E1-E22 (Figura 4.1) iar
formele cetonice prin K1-K23 (Figura 4.2) [110,111].

Energia electronica (E), entalpia (H) si energia Gibbs (G) ale fiecarui conformer au fost
calculate la 298.15 K. Folosind energia lui E1 ca punct de referinta, toate valorile 4E, AH $1 AG
sunt prezentate in Tabelul 4.1 pentru comparatie, pentru calcule efectuate in vacuo si in apa.

Rezultatele aratd cd formele enediolice ale DFH4 sunt mai stabile in faza gazoasa decat
formele cetonice. Structura enediolului E1 a DFH4 este cea mai stabild forma si reprezintd
minimul global in curba de energie potentiald a acidului DFHa. Trebuie mentionat aici ca energia
libera Gibbs a celui mai stabil enediol este mai micd decat energia libera Gibbs a celei mai

stabile structuri cetonice K1 cu 46.7 kJ-mol! la nivelul B3LYP/6-311++G(2df,2p) [110,111].

Tabelul 4.1. Energiile relative (kJ mol!) fati de cel mai stabil enediol (E1), a izomerilor
enediolici (E1-E22) si cetonici (K1-K23) ai DFH4la 298.15 K

.. Izom
Izomerii .
eri

enedioli AE AH AG . AE AH AG
i cetqnl

Ci

Vid Apa Vid Apa Vid  Apa Vid  Apa Vid Apa Vid  Apa
E1 0.00 0.59 0.00 053 0.00 0.48 K1 5434 3466 53.13 37.51 46.70 32.52
E2 5.18 0.00 526 0.00 5.07 0.00 K2 58.64 35.61 56.85 38.70 49.52 33.92
E3 1042 001 1054 0.58 10.05 1.24 K3 58.32 39.02 55.89 40.65 50.63 36.63
E4 1546 10.54 1589 10.62 14.90 7.59 K4 63.37 37.36 61.15 40.60 53.27 35.28
E5 2433 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 26.21 940 25.05 8.73 K6 64.46 3949 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 4257 56.44 3742
E8 39.95 2139 36.73 2246 37.36 20.86 K8 63.22 37.76 61.88 40.41 56.57 36.34
E9 38.07 2140 3845 2244 35.88 20.64 K9 69.15 40.00 67.44 43.32 59.48 39.07
E10 4046 1958 39.97 22.15 36.67 21.80| K70 62.96 37.80 61.29 38.98 59.54 38.91
E11  41.07 1573 40.10 17.01 37.41 17.04| K11 7292 4222 70.65 45.44 62.30 38.46
E12 4266 16.56 41.89 17.55 38.49 17.05| K712 68.81 36.57 67.31 38.73 62.73 37.59
E13 4421 16.92 43.85 18.60 41.44 1935| K13 71.95 39.77 70.31 42.69 63.04 37.76
E14 4448 1859 4131 20.11 42.81 20.11 K14 70.45 35.84 68.97 35.38 63.36 35.64
E15 5037 2117 4991 23.43 46.55 2339| K15 72.24 3818 70.39 40.77 64.11 3520
E16 5127 2288 5094 2473 4716 2450| K16 78.83 46.30 76.76 48.72 69.98 50.32
E17  51.07 2112 5042 2272 47.60 23.02| K17 8273 41.31 80.28 44.87 7119 39.40
E18 5153 2059 50.65 2196 48.16 22.08| K18 80.28 40.14 77.79 4213 72.48 36.55
E19 52,67 26.93 5213 29.29 4846 29.32| K719 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 7294 2795 7289 3285 70.64 33.78| K22 8255 44.38 80.86 46.49 7524 43.81
K23 112.0 56.13 110.6 59.01 104.8 57.63

Noti: In vid, valorile totale ale energiei pentru E1 sunt: £ =-606.1440772 a.u., H = —606.04156958 a.u.,
G =-606.08507874 a.u. In apa, valorile totale ale energiei pentru E2 sunt: £ =-606.15927423 au., H=—
606.05902544 a.u., G =-606.10366354 a.u.

Stabilitatea lui E1 poate fi atribuitd prezentei efectului legdturii de hidrogen

intramoleculare, prezentd in structura E1 mai mult decat in altele, precum si stabilizarii
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interactiunilor orbitalilor datoritd orientarii anti-periplanare a hidroxil hidrogenului fatd de ceto-
oxigen. In apa, cel mai stabil izomer este E2. Energia libera Gibbs a acestuia este mai mica decét
energia libera Gibbs a celei mai stabile structuri cetonice K1 cu 32,7 kJ-mol! la nivelul
B3LYP/6-311++G(2df,2p).

Abundenta relativa (AR) a izomerilor enediolici si cetonici a fost calculata prin utilizarea
ecuatiei Boltzmann (4.1), utilizdnd valorile energiei interne, corectate dupa energia punctului
zero (zero point energy - ZPE):

RA = exp (— AE/RT) 4.1),
unde AE = AE,; + AZPE.

Rezultatele arata cd in fazd gazoasa, 99.78% din DFH4 sunt reprezentate de trei structuri
enediolice, dupa urmatoarea distributie: izomerul cel mai stabil E1 reprezintd 87,4%, urmat de
izomerul E2 cu o abundenta relativa de 10.98%, apoi izomerul E3 cu un indice de abundenta
relativa de 1,4%. In apa, distributia izomerilor este diferitd, si anume: E1 - 31.%; E2 - 38.4% si

E3 - 27%, cu un total de 97.2% (Figura 4.3).
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Fig. 4.3. Structurile geometrice optimizate ale celor mai stabile trei structuri enediolice si

trei structuri cetonice, in vacuo
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Atat in vacuo, cat si in apa, structurile enediolice ale DFH4 sunt preponderent complet
plane, cu exceptia structurilor E20 si E22, care sufera de repulsie atom-atom. Aceasta planaritate
a structurilor enediolului este probabil o consecintd a interactiunilor intramoleculare dintre
grupdrile —OH enolice si C=0 sau —OH ale gruparilor carboxilice care conduc la delocalizarea
electronilor in molecula.

Tabelul 4.2. prezinta valorile unor unghiuri diedre pentru cele mai stabile trei structuri
enediolice si cetonice. Cele trei structuri enediolice care reprezintd 99.78% din DFH4 in faza
gazoasd, respectiv 97.2% in apd, sunt caracterizate de abateri ale unghiurilor diedre de cel mult
0.1°, in timp ce in toate celelalte structuri ale izomerilor enediolici (cu exceptia E20 si E22)
abaterile unghiurilor diedre discutate sunt putin mai mari, dar nu depasesc 1° fatd de planaritate.
Cele mai semnificative abateri sunt prezente in structurile E20 si E22: pana la -3,8° (-2,0° in apd)
si -2.4° (-1.2° in apd) pentru unghiul (O8C3C2Cl1); -16.1° (-4.4° in apad) si -3.8° (-1.8° in apa)
pentru unghiul (O8C3C405); -17.3° (-4.4° 1n apa) si -3.2° (-1.0° in apa) pentru unghiul
(06C4C3C2) 51 -179.1° (1.3° in apd) si -166.8° (6.6° in apa) pentru unghiul (O10C2C1013).

Tabelul 4.2. Unele unghiuri (in °), lungimi de legituri (in A) si momentele de dipol (in

Debye) ale celor mai stabile structuri enediolice si cetonice ale DFH4

El E2 E3 K1 K2 K3

Vid Apa Vid Apa Vid Apia Vid Apa Vid Apa Vid Api

(ofocdzif:(;rgg) 180 180 180 180 180 180 93.6 109.58 116.1 121.8 171.8 174.4
(Oléc‘;ié‘lirglz) 180 180 -180 -180 180 180 -89 -13.72 -13.6 -17.0 11.6 8.0
(oﬁ)g;ecd;é@ 0 0 0 -0 0 0 -826 -676 -639 -582 -134 -10.5
(o?ciiéggg) 180 -180 180 180 180 180 1722 171.8 1413 147.5 949 98.1

R(C2-C3) 136 136 136 136 137 136 153 153 154 153 1.52 152
R(C3-08) 135 135 134 135 134 135 120 120 120 120 1.20 1.20

R(O8-H9) 098 098 098 098 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 si E22 sunt singurele structuri enediolice care se abat semnificativ de la planaritate,
deoarece hidrogenii hidroxilici orientati anti-periplanar (in raport cu ceto-oxigenul) a celor doua
grupari carboxilice de la ambele capete ale moleculei, forteaza atomul de hidrogen enolic sa se
miste 1n afara planului practic perpendicular, cu unghiul diedric (C1C2010H11) de 94.1° (-75.6°
in apd) s1 72.9° (-72.2° in apd) pentru E20 si, respectiv, E22.

Structurile cetonice sunt rdsucite, atat in vid cat si In apd, cu unghiul diedric
(O10C2C308) variind intre 85° si aprox. 180°. Celelalte unghiuri diedre deviaza de la
planaritate cu pana la aprox. 90° in unele structuri cetonice, avand valori similare In vid si in
solvent. Totusi, aceasta variatie a unghiurilor diedre influenteaza foarte putin celelalte lungimi si

unghiuri de legatura.

4.2. Studiu termodinamic si cinetic al izomerizarii geometrice si tautomerizarii celor
mai stabili izomeri ai acidului dihidroxifumaric in vacuo si in solvent (apa)

In aceasta sectiune s-au investigat procesele de izomerizare si tautomerizare ceto-enolici
a celor mai stabile trei structuri enediolice.

Mai intdi, au fost identificate toate structurile de tranzitie caracteristice pentru
interconversiile ceto-ceto si enediol-enediol. Figura 3.2 prezinta grafic unele structuri ale ST, iar
Tabelul 4.3 prezinta energia de activare (E,), frecventa imaginara (v) si energia liberd de activare
Gibbs (AG*) pentru unele interconversii [110,111].

Interconversiile dintre formele de enediol si dintre formele cetonice au loc atat prin
transferul de proton, cat si prin rotatie internd (rotatie C—C s1 O—H), cateva structuri ale ST pot fi
vizualizate in Figura 4.4. In transformirile enediol-enediol, energiile de activare ale transferului
de proton sunt in intervalul 135-160 kJ-mol™! iar pentru calea de rotatie sunt in intervalul 5-75
kJ-mol!. Pentru interconversiile dintre formele cetonice, energiile de activare sunt in intervalul
139-153 kJ-mol™! pentru calea de transfer al protonului si de 0,15-52 kJ-mol™! pentru rotatia
interna.

In cazul izomerilor enediolici si cetonici care poarti cel putin o grupare carboxilici cu
hidrogen orientat sin- periplanar, existad o serie de transformari care au loc pe ambele cdi, transfer
de protoni si rotatie internd, iar aceste interconversii pot fi considerate ca fiind reactii
competitive. Acestea sunt: E2 <> E6, E3 < E7, E5 < E10, E7 < E18, E8 «» E13, E9 < EI19,
Ell <+ E17,E12 < E14,E12 < E15,E14 < E16, E15 < E16, E19 < E21 si 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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Tabelul 4.3. Energia de activare, E,, energia liberi de activare Gibbs, AG*

(KJ-mol?), si frecventele imaginare, v (cm™), pentru unele interconversii ale

enediolilor si ale formelor cetonice

Interconversii enediol-enediol

ST v E, AGH
Vid Apa Vid Apa Vid Apa
O-H rotatie
El  E2 5219 4142 47.50 39.90
B gl 00701 42697 o0l m01 4243 40.38
E2 - E3 5171 4152 47.01 40.19
B3 »Ey 0016 57523 e 4153 42.03 38.96
E6 — E17 4517 3002 4043 29.94
E17 — E6 —37478 - 3241 20.76 18.13 17.87 15.66
C—C rotatie
E9 — E19 48.11 3425  65.83 33.71
El9 By 023 6220 ook o647 746 25.32
E2 — E6 5264 3345 4931 35.09
E6 — E2 =204 7212 3yys oun1 2934 26.36
H—transfer
E2 — E6 15802 16436  145.82 154.28
E6—Ey L8732 (1995 aous 15510 12585 145.54
E3 - E7 15693  163.68  143.84 152.10
E7p3  L8TRTL -1995.04 0 noal 15381 12523 143.56
Ceto-ceto interconversii
ST v E, AGH
Vid Apa Vid Apa Vid Apa
O-H rotatie
Kl - K2 4876 4406  43.87 39.81
K2 K1 8793 520060 4aue 4311 4104 38.41
Kl — K16 4433 4350  40.64 37.71
Kl6—Kl 19233 50737 s 3186 2591 19.91
KI1 — K22 4157  41.00  37.88 36.35
K22 K1l L9 -53629 g gges 404 31.00
C—C rotatie
K1 — K6 2284 1415 2387 15.10
K6 — K1 —713.29 -36.36 12.72 9.32 14.19 7.71
Kl — K12 2362 1750 2373 18.20
K2 >kl 0977 21390 g 1559 7.70 13.13
H—transfer
K1 — K6 16229 167.03 14858  156.83
K6 Kl 188785 -1936.46 00 1600 13890 149.44
K2 - K4 167.00 16840 153.19 15558
Ka Ky 88749 -193856 a6 16665 14943 154.22

Cu toate acestea, energiile de activare pentru procesele de transfer de H sunt semnificativ
mai mari decat pentru calea de rotatie internd. Astfel, pe baza ecuatiei constantei de viteza

Arrhenius, dacd se considerd aceeasi valoare a lui 4 pentru ambele cai, valorile obtinute pentru
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rapoartele kp/k: (kp si k; sunt constantele de viteza ale transferului de protoni si, respectiv, ale
cailor de rotatie) sunt aproape de zero la 298.15 K.

Prin urmare, putem concluziona ca interconversiile mentionate mai sus au loc in faza
gazoasd prin cdile de rotatie interna, iar procesele de transfer de proton nu pot avea loc simultan.

Tabelul 4.3. prezintd frecventele imaginare (v, in cm™) ale unor ST pentru
interconversiile enediol-endiol si ceto—ceto, pentru comparatie. Conform asteptarilor, rotatia
internd C—C are frecventa minima (aproximativ —40 cm... =100 cm™), fiind aproape o vibratie
rotationald purd. Frecventa imaginara a reactiei de transfer de proton este in jur de —1900 cm™!, o
frecventd de vibratie de intindere. In cazul rotatiei O—H, valorile frecventei imaginare sunt intre
rotatia purd si vibratiile pure de intindere, de obicei in intervalul —200 cm™ ...—600 cm™!, putin
mai mari in cazul rotatiilor carboxilice O—H. Acest lucru se datoreaza probabil faptului ca exista
o multime de legaturi/interactiuni de hidrogen si locuri de delocalizare a electronilor in izomerii
DFHa, iar rotatia unui atom de hidrogen poate rupe o legatura de hidrogen si poate incepe
formarea unei alte legdturi de hidrogen. Prin urmare, rotatia O—H are loc in tandem cu o vibratie
de intindere, ca rezultat avand o frecventd mai mare decat cea pentru vibratia de rotatie C—C.
Rezultatele calculelor pentru mediul apos arata ca frecventele imaginare pentru rotatiile O-H si
C-C sunt mai mici 1n apd decat in gaz, in timp ce pentru reactiile de transfer H, frecventele
imaginare sunt mai mari in apa decat in gaz, atit pentru interconversiile enediol-endiol, cét si
pentru ceto-ceto izomerizare. De asemenea, energiile de activare ale reactiilor de transfer de
hidrogen sunt mai mari in apa, decat in vid, probabil datorita stabilizarii structurilor prin legéturi
suplimentare de hidrogen cu moleculele de apa din mediul de solvent implicit.

Tautomerizarea ceto-enolica a fost investigatd pentru cele mai stabile trei structuri
enediolice ale DFH4 care reprezinta 99.78% in faza gazoasa si 97.3% in mediu apos. Structurile
ST optimizate In fazd gazoasa sunt prezentate in Figura 4.5, iar ST Tn mediu apos sunt practic
echivalente.

Barierele energetice ale procesului de tautomerizare ceto-enolicd au fost calculate
folosind diferentele de energie dintre structurile minime locale (Tabelul 6) si stérile de tranzitie.
Singura cale prin care poate avea loc tautomerismul ceto-enolic este transferul de proton. Tabelul
9 prezintd energia de activare, E,, frecventa imaginard, v si energia libera de activare Gibbs,
AG*a interconversiilor ceto-enolice, calculate la nivelul de teorie B3LYP la 298.15 K. Conform
asteptarilor, barierele pentru conversiile enediol — cetona le depasesc pe cele pentru tranzitii

inverse cetond — enediol, in gaz si in apa, cu aproximativ 50 kJ-mol! [112].
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Fig. 4.5. Structurile geometrice optimizate ale stirilor de tranzitie in tautomeria ceto-

enolica a celor mai stabili trei izomeri ai DFH4, in vid.

Energiile de activare pentru tautomeria ceto-enolica sunt de pana la 20 de ori mai mari
decat cele pentru interconversiile formelor enediol-enediol sau cetona-cetond, ceea ce poate fi
explicat printr-o mai mare complexitate a mecanismului tautomeriei ceto-enolice, care implica
un numdr mai mare de atomi, precum $i o rearanjare geometrica a moleculei. De mentionat aici
cd E, si AG* sunt mai mici cu 50-80 kJ-mol"! in apa, decit in gaz, ceea ce indica faptul ca apa
participd in procesul de transfer al hidrogenului, usurandu-l. Structurile ST aratd ca oxigenul
carboxilic care formeaza legdtura de hidrogen in structura enediolului este implicat in

mecanismul transferului de protoni (Figura 4.5).

Tabelul 4.4. Energia de activare, E ,, frecventa imaginari, v (cm™), si energia liberi de
activare Gibbs, AG* , pentru procesele de tautomerizare ceto-enolici a celor mai stabile trei

forme enediolice, in vid si in apa

v (cm™) E, (kJ'mol™) AG* (kI-mol ™)
Reactia ) 5 ) 5 ) 5
Vid Apa Vid Apa Vid Apa
El - K5 293.46 236.07  275.13 212.88
—1813.03 —1881.78
K5 — El 232.79 175.41 220.29 158.05
E2 — K7 291.07 22897  272.36 206.85
-1791.89  —1885.58
K7 - E2 233.42 171.31 220.99 155.48
E2 - K14 309.94 239.55 28943 216.36
—1819.46  —1899.57
K14 — E2 244.66 17427  231.14 158.07
E3 — K13 308.11 232.14  287.50 209.61
—1805.39 —1895.83
K13 — E3 246.58 170.60  234.51 156.63
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Constantele de viteza au fost calculate dupa teoria canonica a ST, utilizdnd ecuatia Eyring:
kpT
k= <= gmAG/RT (4.2),

unde AG* este energia liberd de activare Gibbs , kp este constanta lui Boltzmann, si h este
constanta lui Planck. Astfel, constanta de viteza a reactiei directe (ki) a fost calculata utilizand
valoarea AG*; = Grs - Greactant, 1ar constanta de viteza a reactiei inverse (k2) a fost calculata

utilizand valoarea AG*,= Grs - Gyprodus.

Constanta de echilibru K, a fost calculata dupa ecuatia:
K., = exp (—AG/RT) (4.3),

rodusi reactanfi . .. . C e e g . .
Unde AG = 6298 7 —Gy9g sl parametrii termodinamici individuali sunt Gj9g = Hpgg —

eq

TS298 , Hzog = Eei + Evip + Evor + Etyans + ZPE + kT $1 Sp98 = Ser + Syip + Sror + Strans -
Toate calculele au fost efectuate la 298.15K si 1.0 atm.

Tabelul 4.5 rezumd datele cinetice si termodinamice pentru starile de tranzitie ale
reactiilor de izomerizare si tautomerizare ale celor mai stabile trei forme enediolice, In faza
gazoasi si in apa. In faza gazoasa, E1 este specia cea mai stabil, iar reactiile de izomerizare E1
< E2 si E2 <> E3 sunt caracterizate prin constante de echilibru de 0.13. In apa, izomerul cel mai
stabil este E2, iar reactiile de izomerizare E1 <> E2 si E2 <> E3 sunt caracterizate prin constante

de echilibru de 1.21 si, respectiv, 0.61.

Tabelul 4.5. Datele cinetice si termodinamice pentru stirile de tranzitie in procesele de
izomerizare si tautomerizare a celor mai stabile trei structuri enediolice, in vid si In apa.

Energiile sunt prezentate in kJ mol! iar constantele de viteza in s

Izomerie Tautomerie ceto-enolica

El & E2 E2 <~ E3 El < K5 E2 < K7 E2 - K14 E3 <~ K13

Gas Water Gas Water Gas Water Gas Water Gas Water Gas Water

4E | 5.18  -0.59 524 -0.01 | 60.67 3561 57.66 3997 6528 3584 61.54 39.78
4H | 526 -0.53 527  0.58 59.55 4044  56.50 4257 63.70 3538 59.77 42.12
4G | 5.07 -048 498 1.24 5484 39.07 5130 37.42 5829 35.64 5299 36.52

246- 141- 1029- 273- 0.61- 561- 521- 3.93:
10°10 107 10-1° 107 1010 107 101 107

AGH| 47.50 3990 47.01 40.19 | 275.13 261.20 27236 260.72 289.43 270.23 287.50 267.22
AG*;| 4243 4038 42.03 38.96 | 220.29 222.13 220.99 22329 231.14 23459 23451 230.70

296 629 361 559- | 391- 101- 1.19- 123- 122- 266 266 8.96-
104 105 104 105 10-36 10733 1035 10-3 1038 1033 1038 1035

Keq | 0.13 121 0.13  0.61

ki

229 518- 269- 9.19- | 1.59- 7185- 1.19- 449- 199- 470- 511- 226

k2| o8 105 10° 10° 1026 102 102 1027 1028 102 102 1028
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Rezultatele arata cd prezenta solventului (apa) influenteaza atat parametrii termodinamici,
cat si cinetici. In solutie apoasi, AE, AH, AG, AGY 4 AGS scad cu aproximativ 2-7 kJ-mol™ in
reactiile de izomerizare si cu aproximativ 10-30 kJ-mol"! in reactiile de tautomerism. In faza
gazoasd, constantele de echilibru ale transformarilor ceto-enol E1 « K5, E2 « K7, E2 « K14
si E3 < K13 sunt egale cu 2.46-10'9, 10.29:10-°, 0.61-101° i 5.21-10°'°, respectiv. in apa,
aceste valori sunt de 1.41-107,2.73-107, 5.61:107, 3.93-107, respectiv, ceea ce demonstreaza o

crestere semnificativa a vitezelor reactiilor directe.

4.3. Descriptorii de reactivitate globala si validitatea procedurii KID

Teoria DFT oferd instrumente extraordinare ce permit de a explica calitativ si de a
prezice cantitativ reactivitatea chimica globala si locala a moleculelor.

Descriptorii globali masoara susceptibilitatea totald a unui sistem la diferite tipuri de
reactii, de exemplu, atacuri electrofile sau nucleofile, si atribuie o singurd valoare intregii
molecule.

Cei mai simpli descriptori de reactivitate globala sunt primul potential de ionizare I,
definit ca fiind energia necesara pentru a indeparta un electron dintr-o molecula, si afinitatea fata
de electroni, 4, care masoard capacitatea unei molecule de a accepta electroni si de a forma
anioni. Potentialul chimic () reprezintd aciditatea/bazicitatea intrinseca a lui Lewis a unui
sistem si este intotdeauna negativ; electronegativitatea () reprezintd tendinta atomilor sau
moleculelor de a atrage electroni; electrorigiditatea globald (1) poate fi definita ca rezistenta la
transferul de sarcind si este intotdeauna pozitiva; electrofilicitatea (w) reprezintd energia de
stabilizare atunci cand sistemul dobandeste electroni din mediu, pand la saturatie. Desi
validitatea aproximarii ,,teoremei lui Koopman in cadrul DFT” (KID) este controversata [113],
utilizarea energiilor orbitalilor moleculari de frontiera ca aproximare pentru obtinerea / si A este
sustinutd de teorema lui Janak [114]. In special, s-a constatat ci valorile negative ale orbitalului
HOMO dupa Hartree-Fock si Kohn-Sham definesc limita superioard si, respectiv, inferioara
pentru valorile experimentale ale primului potential de ionizare [115]. Folosind o aproximare cu

diferente finite si teorema lui Koopman [116], acesti descriptori pot fi exprimati prin urmatoarele

ecuatii:
I = EN_l—EN%—EH (44)
A= Ey—Eyy1 = —€ (4.5)
1 1
p=—x=~ —;U+A4)=-(e +ep) (4.6)
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N~ (U —A) ~3 (e, —€p) .7)

2 2 2
W = o (1+4) ~ (er+ep) (4,8)

2n 20-4)  2(ey+ter)

unde €y si €, sunt energiile orbitalilor moleculari cel mai nalt ocupat si cel mai jos neocupat,
HOMO si LUMO, respectiv, si Ey, Ey_1, si Ey4q reprezinta energia sistemelor cu N, N — 1, si N
+ 1 electroni. Acest lucru sugereaza ca procedura KID poate fi utilizata eficient pentru a calcula
descriptorii globali direct din energiile orbitalilor de frontierd, fard a recurge la calculele extrem
de indelungate ale energiilor punctuale ale anionului si cationului.

Conform celor mentionate la inceputul acestui capitol, unii derivati obtinuti nu au
manifestat activitate antioxidantd/antiradicalicd, cu toate cd fragmentul enediolic a fost pastrat in
structura moleculelor respective. Pentru a studia acest fenomen, am cautat sa obtinem informatii
suplimentare cu privire la reactivitatea chimica a moleculelor studiate, inclusiv descriptorii de
reactivitate globald si locald, cu utilizarea conceptelor bazate pe metodele DFT. Aceste
informatii ar permite de a explica rezultatele obtinute anterior, precum si de a prezice siturile
reactive in procesul de design a derivatilor noi.

Figura 4.6 prezinta structurile optimizate ale compusilor studiati, in apa. Compusii 1, 2, 5,
6, 12 si 13 au structuri plane, iar compusii 7, 8, 9, 10 si 11 au structurile sucite, din cauza
fragmentelor anexate. Interesant de remarcat faptul ca anume structurile plane au demonstrat cea
mai mare activitate antioxidantd/antiradicalicd In cercetdrile experimentale, sugerand ca
geometria moleculei trebuie, de asemenea, luatd in consideratie in studiile ce implica radicalii
DPPH" si ABTS"", care sunt specii radicalice cu un numar mare de atomi.

Tabelul 4.6 prezintd valorile energiilor electronice calculate pentru compusii studiati cu
sarcinile +1, 0 si —1, care corespund speciilor cationice, neutre si anionice, respectiv. Diferentele
de energie indica faptul cd prezenta solventilor stabilizeaza compusii 1, 2, 5, 6, 11 cu circa
25-50 kJ-mol™!, compusii 7, 8, 9, 12 si 13 cu circa 50—100 kJ-mol™!, iar compusul 10 cu 115-
150 kJ-mol .

Valorile prezentate In Tabelul 4.6 au fost utilizate pentru a calcula potentialele verticale
de ionizare [ si afinitatile electronice 4 (in eV), si descriptorii globali de reactivitate
(electronegativitatea y, taria totala n, si electrofilicitatea globala w) ale moleculelor studiate.
Acesti descriptori, impreund cu energiile orbitalilor HOMO si LUMO (in eV), sunt prezentate in

Tabelul 4.7.
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Fig. 4.6. Structurile optimizate ale compusilor cercetati in solutie apoasi: 1 - DFH,, 2 -
dimetil 2,3-dihidroxifumarat, 5 - (E)-metil 2,3-dihidroxi-4-oxo0-4-(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 in hartree, ale compusilor studiati, in vid, apa si metanol

Compusul Faza Sarc%na j—l Sar(?ina_ 0 Sarc%na_—l

(multip. = 2) (multip. = 1) (multip. = 2)
Gaz (vid) -605.7484223 -606.088655 ~606.1035926
DFH; 1 Apa ~605.8721992 ~606.1047084 ~606.1947288
Metanol -605.8736924 -606.1034704 -606.1896305
Gaz (vid) ~684.346181 ~684.6495683 ~684.6518663
Dimetil 2,3-dihidroxifumarat 2 Apa ~684.4335329 ~684.6597513 ~684.7452721
Metanol -684.4337419 -684.6603574 -684.7432581
. o Gaz (vid) ~856.1784784 ~856.4595639 ~856.4722537
(E)(rgziﬁgfnfngiﬁﬁrgxént;";4 Apa ~856.2537816 ~856.470400 ~856.5552357
Metanol -856.2544116 -856.474637 -856.5543781
- - Gaz (vid) -1027.999121 -1028.270221 -1028.290088
2’3‘dlh“g;’f"u‘rﬂgjn‘i‘égl(g‘“d‘n'z' Apd -1028.069128 21028281918 21028365072
Metanol -1028.075728 -1028.288934 -1028.370304
Gaz (vid) ~873.64297 ~873.9349746 ~873.9249985
MEAD 7 Api ~873.7486554 ~873.9658111 ~874.0341436
Metanol -873.7492577 -873.9668436 -874.0331369

Gaz (vid) -952.238379 -952.524954 -952.511061

MPAD 8 Apa -952.341208 -952.557323 -952.624098
Metanol -952.3442359 -952.5601177 -952.6263063
2 3-dihidroxi-N1 Nd-bis(1- Gaz (vid) -1030.821748 -1031.118599 -1031.119027
hidroxi-2-metilpropan-2- Apd -1031.208575 -1031.140454 -1030.920334
ihfumaramida 9 Metanol -1030.924611 -1031.145302 1031211229

. - Gaz (vid) -1331.618073 -1331.914894 -1331.9136
(hll\(lilr(fj(?rr?eltsl(l)lpioiglridzrol)l()l§3 Api -1331.747447 -1331.970848 -1332.035979
dihidroxifumaramida 10 Metanol -1331.735107 ~1331.959545 -1332.010436

' ' Gaz (vid) -880.419886 -880.70997 -880.697777
gglgix?%ltggrzgiéjil Api -880.501423 -880.717923 -880.780651
Metanol -880.5083491 -880.725266 -880.7875483

Gaz (vid) -795.807936 -796.084165 796.099544

MBD 12 Apa -795.902281 -796.109965 -796.19062
Metanol -795.9029754 -796.1112026 -796.1897187

Gaz (vid) -985.850991 -986.102094 -986.118723

BBD 13 Apa -985.928835 -986.121289 -986.196453

Metanol -985.9334433 -986.1263518 -986.1994685

Partea din stanga a Tabelul 4.7 arata rezultatele obtinute presupunind validitatea teoremei
lui Koopman, iar partea din dreapta aratd rezultatele obtinute din valorile verticale calculate ale /
si A. Dupa cum se poate observa din Tabelul 4.7, teorema lui Koopman este valabila pentru

calcule efectuate in solventii utilizati (apa si metanol).
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Tabelul 4.7. Energiile orbitalilor HOMO si LUMO (in eV), diferenta HOMO-LUMO
AEnomo-Lumo (eV), potentialele de ionizare 7 si afinititile electronice A (in eV), si

electronegativitatea globala y (in eV), electrorigiditatea totala n (in eV), si

electrofilicitatea globala w (in eV) a compusilor studiati, in vid, apa si metanol

Compusul Faza  Enomo Erumo AEomo n W 1 A X n w
-LUMO
Gaz -691 -2.56 435 474 218 1031[926 041 483 443 528
DFH, 1 Api  -670 -2.56 414 463 2.07 1036|633 245 439 194 993
Metanol -6.32 -220 412 426 206 881 |625 234 430 1.95 9.46
Dimetil 2.3 Gaz  -6.05 -2.05 4.00 4.05 200 820|826 0.06 4.16 4.10 4.22
1imetil 2,3- <
dihidronifumaaty  APE 628 215 413 422 207 860 |6.16 233 424 191 940
Metanol -625 -2.12  4.13  4.19 2.07 848 |6.17 226 421 196 9.07
(E)-metil 2,3- Gaz  -6.00 -2.04 396 4.02 198 8.16 |7.65 035 4.00 3.65 4.37
dihidroxi-4-oxo-4- 5 509 210 399 410 200 841 |589 231 410 1.79 938
(fenilamino)but-2-
enoat 5 Metanol -6.07 -2.07 4.00 4.07 200 828 [599 2.17 4.08 191 8.71
2 3-dihidroxi- Gaz -598 -2.03 395 401 198 8.12 (738 054 396 3.42 4.58
N1,N4-di(piridin-2- Api  -5.97 -2.05 392 401 196 820 579 226 4.03 176 9.19
iDfumaramida 6  Netanol -5.95 -2.04 391 4.00 196 8.16 [580 221 4.01 1.79 8.96
Gaz -590 -1.56 434 373 217 641 (795 -027 3.84 4.11 3.58
MEAD 7 Api  -6.04 -1.68 436 3.86 2.18 6.83 591 1.86 3.88 2.03 7.45
Metanol -6.01 -1.65 436 3.83 2.8 6.73 |592 1.80 3.86 2.06 7.25
Gaz -5.79 -143 436 3.61 218 598 [7.80 -0.38 3.71 4.09 3.37
MPAD 8 Api  -601 -1.63 438 3582 219 666 588 182 3.85 203 729
Metanol -5.97 -1.65 432 381 216 6.72 |587 1.80 3.84 2.04 7.3
2,3-dihidroxi- Gaz  -626 -1.75 451 401 226 7.1 |8.08 0.01 4.04 4.03 4.06
N1,N4-bis(1-
hidroxi-2- Api  -6.13 -1.67 446 390 223 682 599 1.85 3.92 207 7.44
metilpropan-2-
i)fumaramida 9 Metanol -6.10 -1.65 445 388 223 675 |601 179 390 211 722
NIN4bis(13.  Gaz 622 -1.65 457 394 229 678 808 -0.04 402 406 399
dihidroxi-2-
(hidroximetil)propa Apd  -6.17 -1.60  4.57 389 229 6.61 608 1.77 393 2.15 7.16
n-2-i1)-2,3-
dihidroxifumarami Metanol -6.14 -1.25 489 370 245 558 |6.11 138 3.75 236 5.94
da 10
NI N4-di-tert-butil-  Gaz  -5.96 -1.42 454 3.69 227 6.00 |7.89 -0.33 3.78 4.11 3.48
L . Api 603 -152 451 378 226 632 589 1.71 3.80 2.09 6.90
dihidroxifumarami
da 11 Metanol -6.00 -1.54 446 3.77 223 637 [590 1.69 3.80 2.10 6.86
Gaz -5.88 -2.09 3.79 399 190 838 |7.52 042 3.97 3.55 4.44
MBD 12 Api  -585 -2.00 3.85 393 193 800 565 2.19 3.92 1.73 8.90
Metanol -5.83 -1.97 386 390 193 7.88 |5.67 2.14 390 176 8.62
Gaz -543 -1.83 3.60 3.63 180 7.32 |6.83 045 3.64 3.19 4.16
BBD 13 Api  -543 -1.83 3.60 3.63 1.80 732 [524 205 3.64 160 831
Metanol -5.41 -1.81 3.60 3.61 1.80 7.24 [525 1.99 3.62 163 8.04
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Pentru faza gazoasa, electronegativitatea este prezisa surprinzator de bine, in timp ce
duritatea totald este de 2 ori mai mica, iar electrofilia este de 2 ori mai mare decat datele obtinute
din utilizdnd valorile verticale calculate ale / si A. Aceste rezultate sugereaza ca Procedura KID
este valabild si poate fi utilizatd in studii ulterioare ale compusilor inruditi in solvent (apa,
metanol). Calculele demonstreazda ca acidul DFHs4 1 poseda cele mai mari valori ale
electrofilicitatii si electronegativitdtii, in toate mediile cercetate. Electrofilicitatea scade in sirul
acidul 1 > esterul 2 = anilida 5 > fumaramida 6 > MBD 12 > BBD 13 > fumaramida 9 =
fumaramida 10 > MEAD 7 > fumaramida 11 > MPAD 8. Electronegativitatea scade in sirul
acidul 1 > esterul 2 = anilida 5 > fumaramida 6 > fumaramida 9 = fumaramida 10 = MBD 12 >

MEAD 7> MPAD 8 = fumaramida 11 = BBD 13.

4.4. Functiile Fukui, Parr si indicele diferentei de reactivitate locala

Pe langa descriptorii de reactivitate globala, DFT permite calcularea descriptorilor locali,
care atribuie o valoare fiecdrui punct din spatiu, oferind o perspectivd asupra reactivitatii
moleculei In punctul 7 din spatiu, fiind astfel indicatori de regioselectivitate.

In cadrul DFT, primul descriptor local de reactivitate care este utilizat pentru a
caracteriza interactiunile electrostatice dintre molecule este densitatea electronica p(7). Totusi,
atunci cand reactiile chimice se datoreaza in principal interactiunilor covalente, se intrebuinteaza
un descriptor local de reactivitate de ordinul doi, functia Fukui, care permite identificarea celor
mai reactive situsuri ale unei molecule, cele predispuse la atacuri electrofile, nucleofile sau
radicale.

Functia Fukui este definita 1n termenii derivatei lui p(7) fatd de N, data de ecuatia. (4.9),

dupa cum urmeaza:
— 9p(™)
@ = (%50),, (4.9)
unde p(¥), N si v(¥) sunt densitatea electronica, numarul de electroni si respectiv
potentialul extern exercitat de nucleu. Functia f(7) reflectd modificarea densitatii electronilor
indusa de modificarea numarului absolut de electroni cu o geometrie si un potential fix.
In functie de densititile electronice totale, functiile Fukui pot fi definite in doua moduri,
pe baza derivatei lui p(7) din dreapta si din stanga fatd de N (ecuatiile 4.10 si 4.11), iar a treia

definitie prezintd descriptorul atacului radicalic (ecuatia 9), in conformitate cu concluziile lui

Perdew si colab. [117]:

Fre) = (59) = s () = ou® (@.10)
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0= (57, ,, = v = v (4.11)

o) =5 [owe1 @ — pr-1(F)] (4.12)

unde p(7°) este sarcina atomica in situsul atomic 7, pentru speciile neutra (), anionica (N+1) si
cationica (N—1).

Descriptorul electrofil f*(7) misoara reactivitatea intramoleculara la situsul 7 fatd de un
reactiv nucleofil, iar cele mai mari valori ale f*(7) vor implica locul preferat pentru un atac
nucleofil (de catre o moleculd nucleofila). Functia Fukui nucleofild f~ (7) médsoara reactivitatea
intramoleculard la situsul 7 fatd de un reactiv electrofil, iar valoarea cea mai mare indica locul
preferat pentru un atac electrofilic [118].

Desi functia Fukui este foarte utild in dezvaluirea regiunilor nucleofile si electrofile ale
unei molecule, un descriptor local de reactivitate de o precizie sporitd a fost propus de catre
Morell si colab. [117], si anume descriptorul dual, exprimat ca o derivatd a functiei Fukui 1n
raport cu numarul de electroni:

O = (59),0, = O F @ (4.13)

Astfel, descriptorul dual poate fi aproximat la diferenta dintre functiile Fukui pentru
atacurile nucleofile si electrofile si, prin urmare, ajuta la dezvaluirea adevaratelor locuri preferate
pentru atacurile electrofilice si nucleofilice, simultan. Descriptorul dual este util mai ales in
situatiile ambigue, cAnd nu se poate obtine o informatie exactd din f*(7) si f~ (F), deoarece este
o combinatie a celor doud. Descriptorul dual este pozitiv pentru locatiile susceptibile la atacuri
nucleofile si negativ in situsurile unde este mai probabil un atac electrofilic.

In ceea ce priveste densititile orbitalilor moleculari de frontiera (aproximarea orbitalilor
moleculari de frontiera, FMOA), ec. (4.13) se transforma in ec. (4.14) dupa cum urmeaza:

fO@ = prumo@) — Promo (™) (4.14)

In aceasta forma, aceastd expresie implica faptul ci reactivitatea locald a moleculei
depinde numai de densitatile electronice ale orbitalilor moleculari de frontiera. Astfel, densitatile
electronice ale celorlalti orbitali moleculari ocupati nu sunt implicate, iar efectele de relaxare
sunt excluse, facand din descriptorul dual un descriptor local de reactivitate mai precis decat
fr@sif @ [117].

Recent, Luis R. Domingo a introdus si alti descriptori de reactivitate locald, in conceptul
sau de Teorie a densitatii electronilor moleculari (molecular electron density theory - MEDT)), si

anume functiile Parr [119,120] care pot fi considerate ca o alternativa a functiilor Fukui pentru
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descrierea zonelor din interiorul moleculelor unde vor fi favorizate atacurile nucleofile sau
electrofile. Functiile Parr pot fi exprimate prin urméatoarele ecuatii:
P=(#) = ps (™) (4.15)
PT(@) = pi(T) (4.16)
unde P~ (7) si P*(7) sunt functiile Parr nucleofilica si electrofilica, respectiv, si pi°(7) si pi*(7)
sunt legate cu densitatea atomica de spin a radical cationului si radical anionului, respectiv [121].

De remarcat, totusi, ca functiile Fukui si Parr pot da rezultate slabe si chiar contradictorii
pentru sistemele care prezinta hiperconjugare, iar acest efect este mai puternic in speciile cu
sarcina decat la speciile neutre [119].

Pentru a depasi acest posibil neajuns, in cadrul acestui capitol a fost utilizat si
descriptorul diferentei de reactivitate locala R, propus de Chattaraj si colab. [122], permitand
identificarea centrilor cu comportament electrofil (R; = + n.nn), nucleofil (R, = — n.nn) precum
si comportamentul ambifil (R, =+ n.nn), si pentru a elimina centrii cu reactivitate marginala
[122]:

(a) dacad (1 < wy/Nj <2)sau (1 < Np/wy <2)
atunci Rk = (wy, + N )/2 — ambifilic (R, =+ n.nn)
altfel Rk = (wy, — Ny)

(b) pentru R, >0 — electrofilic (R, =+ n.nn)

(¢) pentru R, <0 — nucleofilic (R, = — n.nn)

(d) daca | R | < 0.1, atunci R, = 0.

Semnul (+, —, ) indicelui R, indica caracterul electrofilic si/sau nucleofilic al centrului £, in
timp ce magnitudinea n.nn este o mdsurd a activarii locale. Electrofilicitatea locald (wy ) si
nucleofilicitatea locala ( Ny ), in situsul atomic & sunt definite in termenii functiilor Fukui
relevante, f7 si f, conform relatiilor:

wp=w-fi (4.17)
N,=N-f3 (4.18)

unde N este nucleofilicitatea definita relativ tetracianoetilenei (TCE) [122]. TCE este folosit ca
referintd deoarece prezinta cea mai scazutd energie HOMO dintr-o serie mare de molecule deja

investigate, permitand crearea unei scari normalizate de valori pozitive:

N = Egomonuw (€V) — Enomocrce) (€V) (4.19)
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Functiile Fukui condensate la situsul atomic k, pentru atacul nucleofil ( £} ) si pentru
atacul electrofil (f} ) sunt date in functie de populatia respectiva q,(N) a sistemului N—electronic

al situsului atomic k, de catre ecuatiile 4.20, 4.21 dupa cum urmeaza:

fi = q(N +1) = q,(N) (4.20)
fr = ak(N) — q (N — 1) (4.21)

Un alt predictor util al reactivitatii chimice, folosit in cadrul acestei cercetari in scopuri
de verificare, este potentialul electrostatic, care aratd regiunile potentiale negative, care se
asteapta a fi locuri de protonare si atac nucleofilic, si regiunile potentiale pozitive, care pot indica
situsuri electrofile. Acesta este un instrument predictiv important, deoarece atractia/repulsia
electrostatica este de razd lunga in comparatie cu efectele de transfer de electroni caracterizate de
descriptorul dual [123]. O harta clasicd a potentialului electrostatic molecular (molecular
electrostatic potential - MEP) indica regiunile rosii cu potential electrostatic negativ, locurile
albastre reprezintd regiunile cu potential electrostatic pozitiv, iar partile de culoare verde
reprezintd regiunile cu potential zero.

In cadrul acestui sub-capitol au fost investigati DFH, si toti derivatii sintetizati ai acestuia,
inclusiv si acese substante care nu au demonstrat activitate antioxidanta/antiradicalica.
Structurile moleculare ale moleculelor investigate au fost optimizate la B3LYP/6—311G(d,p) in
fazd gazoasa, iar absenta valorilor negative in profilul vibrational a confirmat adevératele
minime. Pentru a analiza efectul apei, aceste structuri au fost utilizate in continuare ca punct de
plecare pentru o optimizare la B3LYP/6—311G(d,p) in ap4, utilizind modelul de solvatare SMD.

Pentru a compara informatiile obtinute din descriptorii locali de reactivitate, au fost
calculate functiile Fukui si functiile Parr. Functiile Fukui au fost calculate utilizand sarcinile
atomice din analiza populatiei Hirshfeld pentru anionii si cationii respectivi, iar functiile Parr din
densitatile atomice de spin - din analiza populatiei Hirshfeld pentru radical anionii si radical
cationii respectivi.

Pentru a valida utilizarea energiilor orbitalilor moleculari Kohn-Sham de frontierda pentru
a calcula descriptorii de reactivitate calculati conform teoriei DFT conceptuale, descriptorii
globali au fost calculati folosind ambele tehnici, potentialele de ionizare / si afinitatile
electronice 4 (in eV), precum si energiile HOMO si LUMO, in faza gazoasa si in solvent (apa si

metanol), folosind modelul de solvatare SMD.
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4.5. Analiza comparativa a indicilor de reactivitate locala

Descriptorul dual f®) (7), precum si functiile Parr electrofilice si nucleofilice ale atomilor
compusilor studiati sunt prezentate in Tabelul 4.8-4.17. Valorile reale au fost multiplicate cu 100
pentru a usura comparatia dintre ele. O critica importantd ce tine de calculul functiilor Fukui se
referd la modul arbitrar de alegere a sarcinilor [124]. In cadrul cercetirilor noastre anterioare
[125] am studiat functiile Fukui calculate folosind sarcinile Hirshfeld si NBO, iar rezultatele au
fost similare. Din acest motiv, in cadrul acestui capitol sunt prezentate numai rezultatele bazate
pe sarcinile Hirshfeld.

Pentru a verifica informatiile oferite de cétre indicii de reactivitate locald, a fost de
asemenea utilizata harta potentialului molecular electrostatic (MEP).

Potentialul electrostatic molecular este foarte informativ in ceea ce priveste distributia de
sarcind nucleard si electronicd a moleculelor, pe langa faptul ca este un instrument util in
interpretarea si predictiea reactivitatii chimice. Harta MEP este utilizatd pe scara larga ca o harta
de reactivitate care afiseaza cea mai probabild regiune pentru atacuri nucleofile si electrofile. Pe
suprafata MEP, culoarea rosie se referd la regiunea bogata in electroni (negativd), culoarea
albastrd se refera la regiunea saracd in electroni (pozitiva), iar culoarea verde inseamna potential
electrostatic zero. In majoritatea suprafetelor MEP, regiunea negativa este locul preferat pentru
atacul electrofile si regiunea pozitiva este preferatd pentru atacul nucleofil. Concentratiile de
electroni la suprafata MEP sunt indicate prin culori. Valorile densitatii electronilor scad in
urmatoarea ordine Rosu > Portocaliu > Galben > Verde > Albastru.

Pentru derivatii cercetati, multe valori ale f}, f si fy sunt negative atat in gaz, cét si in
solvent (apa si metanol). Acest lucru inseamnd cad in specia cationicd densitatea electronicd se
mareste, iar in specia anionicd densitatea electronica scade pe toti atomii. Ayres si colab. au
sugerat anterior ca un astfel de comportament ar putea fi corelat cu oxidarea si reducerea
centrelor atomice din molecula [126].

Astfel, in cazul compusilor cercetati, functiile Fukui electrofilice si nucleofilice nu permit
obtinerea unor concluzii exacte cu acuratete. In schimb, semnul descriptorului dual poate descrie
fara ambiguitate situsurile nucleofile si electrofile din moleculd, asa cum s-a mentionat anterior.
Mai exact, daca f@ () > 0, atunci locul este favorabil pentru un atac nucleofil, in timp ce
dacif® (#) < 0, atunci locul poate fi favorabil pentru un atac electrofil [117, 127].

Pentru DHF4, rezultatele prezentate in Tabelul 4.8 aratd cd in faza gazoasa, conform

valorilor descriptorului dual, situsurile preferate pentru atacuri nucleofilice sunt O8 si O10 ( f,(cz)

= 8.6) urmate de C2 si C3 (f ,({2) = 3.8), in timp ce situsurile preferate pentru atacurile electrofile
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sunt C1 si C4 (f ,(cz) = —7.1). Valorile calculate ale functiilor Parr indica asupra faptului ca C1 si
C4 (P} =16.8), si C2 si C3 (P} = 15.9) sunt situsurile preferate pentru atacurile nucleofilice,
in timp ce C2 si C3 (P, = 24.3) si O8 si O10 (P, = 23.3) vor fi favorizate pentru atacurile
electrofilice.

Aceste rezultate pot parea controversate la prima vedere, dar acest lucru poate fi explicat
prin faptul ca acidul dihidroxifumaric este un sistem hiperconjugat, stabilizat de interactiunile
dintre legaturile duble C=C si C=O0 si perechile de electroni liberi ale oxigenului si prin urmare,
unele dintre grupuri pot avea un comportament ambifilic.

Harta MEP a DFH4 (Figura 4.7a) confirma ca regiunea pe C1 si C4 este incarcata pozitiv,
astfel incat un electrofil ar fi respins, favorizand aceste locuri pentru un atac nucleofil, asa cum
sugereazd functia Parr si se confirma in experimentele de chimie organica, in timp ce potentialul
electrostatic pe C2, C3 si 08, O10 este foarte aproape de neutru, sugerand ca aceste locuri ar
putea, intr-adevar, sd fie abordate de electrofili (neutri sau pozitivi) si nucleofili (neutri sau
negativi).

Pentru a verifica aceastd afirmatie, a fost calculat indicele local al diferentei de
reactivitate R, (Tabelul 4.8). Rezultatele confirma ca C2, C3 si O8, O10 sunt situsuri ambifilice
care pot actiona ca electrofile si nucleofile in faza gazoasa. In apa si metanol, descriptorii de
reactivitate cresc usor, iar tendinta rdmane aceeasi, cu singura diferentd ca O8 si O10 sunt
prezentate ca singurele situsuri reactive ambifile, cu valorile R, de = 0.48 si & 0.51, respectiv, in

apa, si Ry de £ 0.55 pentru amandoua, in metanol.

Tabelul 4.8. Descriptorul dual f 5(2), functiile Parr electrofilice P, si nucleoflice Py, si
indicele diferentei de reactivitate locala R, pe atomii moleculei de acid DFH4 1, calculate in
vacuo, in api si metanol. Valorile reale ale f®) (%), P; si P} au fost inmultite cu 100

pentru o comparatie mai usoara

@) P Py R
Atom k k k k
Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH Vid Apd  MetOH
1¢ -71 -71 -15.1 16.8 17.6 16.0 -3.5 0.9 09 —047 -1.02 -0.94
2 C 3.8 4.2 =235 159 15.0 13.6 243 21.0 21.0 037 -0.66 -0.51
3C 3.8 3.9 -23.5 159 155 13.7 243 21.0 21.0 037 -0.68 -0.51
4C -71 -74 -150 168 18.2 16.0 =35 0.9 09 —047 -1.04 -0.94
50 34 —46 -173 124 114 11.6 73 4.2 42 —041 -094 -0.85
60 20 -32 -9.7 2.7 3.1 4.7 -0.8 -0.1 -0.1  -0.28 -0.57 -0.51
80 8.6 105 -23.1 2.6 2.8 3.8 23.3 232 0.0 +034 =+0.51 +0.55
10 O 8.6 9.7 -23.1 2.6 2.7 3.8 233 232 232 +034 +0.48 +0.55
120 -34 43 -172 124 114 11.6 73 4.2 0.8 —041 -094 -0.84
130 20 29 -9.8 2.7 3.0 4.7 -0.8  -0.1 232 -0.28 -0.58 -0.51
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(b) EDM 2

Fig. 4.7. Hartile MEP (pe stinga) si indicele ambifilic R, (pe dreapta) ale DFH41
si EDM 2, in metanol
Tabelul 4.9 prezinta valorile descriptorului dual f,(cz), functiile Parr electrofilice P} si
nucleofilice P}, , si indicele local al diferentei de reactivitate R, pe atomii esterului EDM 2,

calculate in vid, in apa si metanol.

Tabelul 4.9. Descriptorul dual f 5(2), functiile Parr electrofilice P, si nucleoflice Py, si
indicele diferentei de reactivitate locala R pe atomii moleculei de EDM 2, calculate in
vacuo, in api si metanol. Valorile reale ale f®) (%), P} si P} au fost inmultite cu 100

pentru o comparatie mai usoara

@) j s Py R
Atom k k k k

Vid Apa  MetOH Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH
1C -74 -71 -14.0 194 183 15.6 -2.8 25 0.9 -0.34 -0091 -0.85
2 C 4.2 4.3 -23.4 12.6 14.5 13.5 231 23.7 21.3 +0.35 -0.57 -0.45
3C 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 -74 -71 -14.0 194 18.2 15.6 2.8 25 0.9 -0.34 -0091 -0.85
50 —41 46 -16.1 127 114 11.7 44 42 3.7 -0.23 -0.83 -0.76
60 -16 25 -8.0 2.6 34 49 06 05 0.3 +0.15 -0.43 -0.39
7C -04 -0.7 -3.0 -03 -04 0.1 00 0.0 0.1 +0.09 —0.15 -0.13
80O 9.2 103 -22.8 2.8 2.7 3.7 25.2 24.7 22.9 +0.38 +0.49 +0.53
100 9.2 103 -22.8 2.8 2.6 3.7 25.2 24.7 22.9 +0.38 +0.49 +0.53
120 —-41 46 -16.0 127 114 11.7 44 42 3.7 -0.23 -0.82 -0.76
130 -1.6 25 -8.0 2.6 34 4.9 06 05 0.3 +0.15 -0.43 -0.39
14 C -04 -0.7 -3.0 -0.3 —04 0.1 00 0.0 0.1 0 -0.15 -0.13
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In general, rezultatele prezintd un tablou asemanitor celui in cazul DHF4, dar cu prezenta
mai multor situsuri ambifilice in fazi gazoasa. In apa si metanol, totusi, situsurile atomice O8 si
010 sunt unicele locatii ambifilice, cu Ride + 0.49 1n apa si R, de + 0.53 in metanol, similare
valorilor obtinute in cazul DHF4 in apa si metanol.

Aceste rezultate ofera o buna explicatie a activitatii antioxidante/antiradicale ridicate a
DHF4 1 si EDM 2, raportate in capitolul precedent, fata de radicalul DPPH" si cationul radicalul
ABTS"*. Reactivitatea puternica a fragmentului ene-diolic, cu cei doi oxigeni hidroxilici ambifili,
asigurd transferul electronului (si a atomului de hidrogen) spre speciile radicale reactive,
inactivandu-le.

Tabelul 4.10 prezintd valorile descriptorului dual f,(cz) , functiile Parr electrofilice P si
nuceofilice P, , si indicele local al diferentei de reactivitate R, pe atomii moleculei de anilida §,
calculate in vid, in apd si metanol. Desi valoarea descriptorului dual sugereaza ca C1 si C4 vor fi
situsurile preferate pentru atacul electrofilic, functia P} indicd ca situsurile C1 si C4 vor fi
preferate pentru atacul nucleofilic, in timp ce descriptorul P;, sugereaza cd C3 va fi favorizat

pentru atacul electrofilic, fiind urmat de C21 si O8 pentru api. In metanol tabloul este similar.

Tabelul 4.10. Descriptorul dual f 5‘2), functiile Parr electrofilice P} si nucleoflice Py, si
indicele diferentei de reactivitate locala R, pe atomii moleculei de anilida S, calculate in
vacuo, in api si metanol. Valorile reale ale f®) (%), P} si P} au fost inmultite cu 100

pentru o comparatie mai usoara

@ PF Py R

Atom k k k k

Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH  Vid Apa  MetOH
1C -6.11 -6.40 -11.1 1835 17.87 14.5 -3.80 —4.11 -0.8 -0.28 -0.76 -0.70
2C -020 —-068 -172 820 12.90 12.2 10.45 10.33 11.7 +0.23 -0.61 -0.48
3C 1.11 0.65 -18.2 1297 13.68 12.7 16.54 20.43 17.5 +0.26 —0.57 -0.44
4C —-6.44 -7.28 -123 16.25 17.17 14.5 -1.76 -1.83 1.0 -0.30 -0.86 -0.76
50 425 -550 -13.6 1091 10.65 10.9 321  3.65 33 -0.23 -0.78 -0.69
6 0 -2.10 -3.03 -6.8 239 315 4.6 042 0.56 04 -0.11 -041 -0.36
7C =070 -0.92 2.5  —0.30 —0.33 0.1 -0.02 -0.05 0.0 0 -0.14 -0.11
80 483 566 -174 3.06 258 3.6 16.88 17.68 17.7 +0.28 +0.41 +0.44
100 136 224 -13.6 1.79  2.29 32 7.62 8.78 9.4 +0.20 -0.30 +0.36
120 483 531 -11.8 1322 11.02 11.4 -3.77 -3.69 -3.3 -024 -0.72 -0.66
13 N 2.58 1.95 9.6 —-190 1.49 35 17.13 17.05 12.0 +0.15 -0.22 +0.26
14 C 3.1 3.31 -5.3 346 —0.21 0.9 9.69 7.03 6.3 0 +0.11  0.12
19 C 2.11 2.15 -6.1 340 3.55 2.2 8.70  8.10 5.6 +0.11 +0.16 +0.16
20C 1.13 1.86 -42 -1.21 -1.79 -0.3 -4.53 —4.09 0.1 +0.12 +0.10  +0.10
21 C 286 393 -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 1.67 237 -6.1 3.63 321 2.1 8.42  8.83 59 +0.13 +0.15 +0.15

105



b) Fumaramida 6

Fig. 4.8. Hartile MEP (pe stanga) si indicele ambifilic R;, (pe dreapta) ale anilidei S si

fumaramidei 6, in metanol

Harta MEP a anilidei 5 (Figura 4.8a) confirma ca regiunea pe C1 si C4 este incdrcata
pozitiv, regiunea deasupra O8 este negativa, iar regiunea asupra O10 este foarte aproape de
neutru.

Indicele local al diferentei de reactivitate Ry indicd asupra faptului ca in vid existd doud
situsuri ambifilice practic echivalente, O8 (Ri = +£0.28) si C3 (Rr = +0.26); in apd cel mai
important atom cu reactie ambifilica este O8 (R; = £0.41), iar in metanol existd doud situsuri
ambilice, O8 (Rr = +0.44) si O10 (Rx = +0.36).

Tabelul 4.11 prezinta valorile descriptorului dual f,(cz) , functiile Parr electrofilice P} si
nuceofilice P , si indicele local al diferentei de reactivitate R, pe atomii moleculei de

fumaramida 6, calculate in vid, apd si metanol. Valoarea descriptorului dual sugereazd ca C2 si
C3 vor fi situsurile preferate pentru atacul electrofilic n vid ( f,(cz) = —10.5) si In metanol ( f,(f) =
~16.7), iar in api - situsurile C1 si C4 (f\*) = -27.0).

Functia P} indici ci situsurile C1 si C4 vor fi preferate pentru atacul nucleofilic in toate

mediile cercetate, In timp ce descriptorul P;, sugereaza cd C2 si C3 vor fi favorizate pentru atacul

electrofilic, fiind urmat de O8 si O10.
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Tabelul 4.11. Descriptorul dual f ;{2), functiile Parr electrofilice P} si nucleoflice Py, si
indicele diferentei de reactivitate locala R« pe atomii moleculei de fumaramida 6, calculate
in vacuo, in api si metanol. Valorile reale ale f) (%), P} si Pj; au fost inmultite cu 100

pentru o comparatie mai usoara

@) P P Ry

Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH Vid Apa  MetOH
-75  -27.0 -100 129 136 13.6 04 -04 -04  -0.27 -0.69 -0.67
-10.5  -20.8  -16.7 95 117 115 9.6 151 149  +0.21 -4.42 -0.39
-10.5  -20.8  -16.7 95 117 115 9.6 152 149  +0.21 -4.42 -0.39
=75 -27.0 -10.0 129 136 136 04 -04 -04  -0.27 -0.69 -0.67
9.2  -239  -10.5 11.5 105 106 -24 -2.1 23 -0.24 -0.65 -0.63
-6.4  -12.2 -7.5 1.6 33 3.2 93 77 8.0 £0.12 -0.2 -0.19
-3.1 0.0 -3.3 22 08 0.8 58 32 32 0 0 0
9.7  -18.6  -13.9 28 3.1 3.1 73 124 12.1 +0.19 +0.38  +0.37
9.7  -18.6  -13.9 28 3.1 3.1 73 125 12.1 +0.19 +0.38  +0.37
92  -239 -104 115 105 106 24 -2.1 22 -024 -0.64 -0.62
-6.4  -12.2 -7.5 1.6 33 3.3 93 77 8.0 +0.12 -0.2 -0.19

=
5}
=4
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-3.1 0.0 -3.3 22 038 0.8 58 3.1 32 0 0 0
-4.5 0.0 -4.5 2.1 2.0 2.0 48 34 3.6 0 0 0
-5.0 0.0 -3.0 02 -03 -0.3 0.0 -0.1 -0.3 0 0 0
-10.1  -194 -6.3 4.1 2.9 2.9 9.8 6.1 64  £0.19 £0.17  £0.18
54 -10.5 -3.0 0.1 -0.2 -02 02 -0.2 -0.3 -0.10 0 0
-5.2 0.0 -4.4 2.2 1.9 1.9 46 3.5 3.7 0 0 0
-5.2 0.0 -4.4 2.2 1.9 1.9 4.6 3.5 3.7 0 0 0
54 -10.5 -3.0 0.1 -0.2 -02 02 -02 -0.3  +0.10 0 0
-10.1  -194 -6.3 4.1 2.9 2.9 9.8 6.1 6.5 -0.19 +0.17  +0.18
-5.0 0.0 -3.0 02 -03 -0.3 0.0 -0.1 -0.3 0 0 0
-4.5 0.0 -4.5 2.1 2.0 2.0 48 34 3.6 0 0 0

Harta MEP a fumaramidei 6 (Figura 4.8b) confirma ca regiunea pe O8 si O10 este practic
neutrd. Indicele local al diferentei de reactivitate R; indicd asupra faptului ca in vid situsurile
ambifilice cu cea mai mare magnitudine sunt C2, C3 (Ry = £0.21), urmate de O8 si O10 (Rx=
+0.19), iar in apd si metanol O8 si O10 sunt cele mai importante locuri cu reactivitate ambifilica
(Rr =+0.38 1n apa si Ry = +£0.37 In metanol).

Tabelele 4.12 si 4.13 prezinta valorile descriptorului dual f,(cz), functiile Parr electrofilice
P} si nuceofilice Pj , si indicele diferentei de reactivitate locald R, pe atomii moleculelor
derivatilor mono- MBD 12 si bis- BBD 13 benzimidazolici ai DHF4, respectiv, calculate in vid,
in apa si in metanol.

Pentru MBD 12, valorile descriptorului dual prezentate in Tabelul 4.12 arata ca in faza

2 _
k

gazoasa, pentru atacuri electrofile va fi preferat situsul O8 (f —17.2), iar in apa - situsul C4

(f? = -18.5).
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Tabelul 4.12. Descriptorul dual f ;{2), functiile Parr electrofilice P} si nucleoflice Py, si
indicele diferentei de reactivitate locala Ry pe atomii moleculei de MBD 12, calculate in
vacuo, in api si metanol. Valorile reale ale f) (%), P} si P} au fost inmultite cu 100

pentru o comparatie mai usoara

(2 P P; R

Atom k k il il
Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH Vid Apa  MetOH Vid Apa MetOH
1 C -75 -89 -8.9 83 82 8.5 77 47 4.6 +0.15 -0.35 -0.34
2 C -120 -165 -164 16.7 16.3 15.9 0.8 48 4.9 -0.23  -0.60 -0.56
3 0 -102 -12.0 -11.9 47 42 4.2 1.0 4.1 4.1 +0.20 -0.28 -0.26
4 C -140 -185 -184 7.6 9.7 9.8 23.3 252 25.2 +0.26 +0.52 +0.51
5 0 -10.6 -13.7 -13.7 1.3 2.0 2.0 12.3 154 15.5 +0.20 +0.34 +0.34
6 C -12.0 -13.7 -13.6 151 154 15.1 20 22 22 -0.29 -0.79 -0.75
7 O 71 -74 =13 33 39 3.9 0.7 1.1 1.1 -0.11 -0.36 -0.34
8§ O -17.2 -16.1 -16.1 124 11.8 11.6 62 5.1 5.1 -0.24  -0.76 -0.72
9 N -119 -12.1 -12.1 9.1 94 9.3 56 5.1 5.1 +0.24 -0.39 -0.37
10 N 45 -58 -5.8 43 49 4.9 -0.9 -0.1 -0.1 0 -0.23 -0.22
11 ¢ -63 -7.0 -7.0 0.1 03 0.2 9.7 87 8.6 0 +0.18 +0.17
12 C -68 -7.0 -6.9 -0.6  -0.6 -0.6 10.1 79 7.8 0.11 #0.17 +0.17
13 C 90 -74 -1.5 6.7 53 5.5 42 22 2.3 +0.18 -0.23 -0.22
14 C 90 -73 =13 0.5 08 0.8 28 3.7 3.6 +0.17 +0.20 +0.20
15 C -134 -10.2 -10.2 50 4.0 4.1 15.0 105 10.4 +0.26 +0.28 +0.28
16 C -74 -62 -6.3 39 3.0 3.3 -1.8 -1.7 -1.7 +0.15 -0.21 -0.20

Valorile calculate ale functiilor Parr indica asupra faptului ca C2 este situsul preferat
pentru atacurile nucleofilice atit in gaz (Pj = 16.7) cat si in apa (P} = 16.3), urmat de C6
(P{ =16.7 in gaz si P{ = 16.7 in api), desi valorile descriptorului dual arati o afinitate fati de
electrofili a acestor regiuni. Locurile favorizate pentru atacurile electrofilice vor fi C4, atat in gaz
(P, =23.3) catsiin apa (P;, =25.2), urmat de C15 (P, = 15.0) 51 OS5 (P}, = 12.3) in gaz, si de
05 (P, =15.4) s1i C15 (P, = 10.5) in apa, si in acest caz, rezultatele date de P, sunt in
concordantd cu descriptorul dual.

Indicele local al diferentei de reactivitate R) (Tabelul 4.12) sugereaza ca atat in gaz cat si
in solventi, existd cateva situsuri ambifilice cu magnitudinea pana la + 0.30, si un numar mai
mare de situsuri nucleofilice. Doua cele mai importante situsuri ambifilice sunt C4 (R, de £ 0.52
in apd si de £ 0.51 in metanol) si O5 (R, de + 0.34 1n apa si metanol), fiind cele mai active
situsuri pentru atacurile nucleofile.

Harta MEP a derivatului MBD 12 (Figura 4.9a) confirma ca regiunea pe C4 si O5 este
putin pozitiva, foarte aproape de valori neutre, sugerand ca aceste situsuri ar putea fi favorizate
in atacuri de electrofili (neutri sau pozitivi) si nucleofili (neutri sau negativi).

Pentru BBD 13, valorile descriptorului dual prezentate in Tabelul 4.13 arata cad atat in

faza gazoasd cat si in apa, pentru atacuri electrofile vor fi preferate situsurile C2 si C4 ( f,(cz) =
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—11.2 1n gaz si —15.3 1n apd). Valorile calculate ale functiilor Parr indica asupra faptului cd C2 si
C4 vor fi preferate pentru atacurile nucleofilice atat in gaz (P} = 10.4) cat si in apa (P} = 11.4),

si aceleasi situsuri vor fi favorizate pentru atacurile electrofilice (P, =12.8 in gaz s1 P;, = 15.3 in

apa).

*”°
a) MBD 12
9 . — ’3'
,ul gt W o
TIPSO ° eg¥e®
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A 2" : * "9 ° e
@ 9 @
E D

Fig. 4.9. Hartile MEP (pe stinga) si indicele ambifilic R, (pe dreapta) ale MBD 12 si
BBD 13, in metanol

Indicele local al diferentei de reactivitate Rj, (Tabelul 4.13) aduce o explicatie a
rezultatelor anterioare, caci anume C2 si C4 sunt doud cele mai importante situsuri ambifilice, cu
valorile R, de + 0.22 in gaz, + 0.44 in apa si metanol, fiind de asemenea cele mai active situsuri
pentru atacurile nucleofile atat in gaz cat si in solventi.

Harta MEP a derivatului BBD 13 (Figura 4.9b) confirma ca regiunea pe C4, C4, O3 si O5
este foarte aproape de valori neutre, sugerand ca aceste situsuri ar putea fi favorizate in atacuri de
electrofili (neutri sau pozitivi) si nucleofili (neutri sau negativi).

Mai sus au fost aratate rezultatele calculelor pentru compusii care au demonstrat
activitate antioxidanta fata de radicalii DPPH" si ABTS'". Dupa cum s-a mentionat in capitolul
anterior, un sir de derivati obtinuti nu au exercitat activitate antiradicalica in testul cu DPPH"

(compusii 7, 8, 9, 10, 11) insa unii dintre ei, si anume derivatii 7, 8, 9 au avut un efect oarecum
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mai semnificativ in testul cu ABTS"". Din acest motiv cercetarea indicatorilor de reactivitate
locald a acestor derivati de asemenea prezintd interes, in special pentru a face posibilda o

comparatie cu derivatii descrisi mai sus.

Tabelul 4.13. Descriptorul dual f 5‘2), functiile Parr electrofilice P}, si nucleoflice Py, si
indicele diferentei de reactivitate locala R; pe atomii moleculei de BBD 13, calculate in
vacuo, in api si metanol. Valorile reale ale f2)(7), P} si P}, au fost inmultite cu 100

pentru o comparatie mai usoara

& P Pi Ry
Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH
-4.9 -7.0 -7.0 9.4 9.2 9.1 1.4 0.7 0.7 0.10 -0.36 -0.39
-11.2 -153 -155 104 114 11.3 12.8 15.3 153  +0.22 +0.44 +0.44
-8.0 -10.0  -103 2.3 2.4 2.4 6.0 8.1 8.2 +0.16 £0.27 0.27
-11.2 -153 -155 104 114 11.3 12.8 15.3 153  +0.22 +0.44 +0.44
-8.0 -10.0  -103 2.3 2.4 2.4 6.0 8.1 8.2 +0.16 0.27 0.27
-4.9 -7.0 -7.0 9.4 9.2 9.1 1.4 0.7 0.7 -0.13  -0.36 -0.39
-4.0 -5.3 -5.2 4.0 4.6 4.5 0.7 1.0 1.0 0 -0.19  -0.21
-9.0 -10.3 -9.9 7.6 8.4 8.3 5.9 5.9 5.9 +0.18 -0.32 -0.32
-9.0 -10.3 -9.9 7.6 8.4 8.3 5.9 5.9 59 +0.18 -0.32 -0.32
-4.0 -5.3 -5.2 4.0 4.6 4.5 0.7 1.0 1.0 0 -0.19  -0.21
-4.4 -4.9 -4.9 -0.1 0.1 0.1 6.4 5.4 5.4 0 +0.13 +0.13
-4.2 -4.6 -4.7 -0.3 -0.5 -0.4 5.2 4.0 4.0 0 +0.12 £0.12
-7.0 -5.9 -6.2 6.2 53 5.4 2.0 1.7 1.8  +0.14 -0.20 -0.24
-7.2 -5.3 -5.6 0.7 0.8 0.8 2.4 2.1 2.1 +0.14 +0.15 -0.13
-9.7 -7.2 -7.5 4.3 3.8 3.8 7.7 5.8 5.8  £0.19 021 -0.17
-5.9 -5.0 -5.2 4.0 3.2 3.3 -1.3 -0.9 -09 +0.12 -0.18 -0.22
-4.4 -4.9 -4.9 -0.1 0.1 0.1 6.4 5.4 5.4 0 +0.13 +0.13
-4.2 -4.6 -4.7 -0.3 -0.5 -0.4 5.2 4.0 4.0 0 +0.12 £0.12
-5.9 -5.0 -5.2 4.0 3.2 3.3 -1.3 -0.9 -0.9 0 -0.18  -0.22
-9.7 -7.2 -7.5 4.3 3.8 3.8 7.7 5.8 5.8  £0.19 021 -0.17
-7.2 -5.3 -5.6 0.7 0.8 0.8 2.4 2.1 2.1 +0.14 +0.15 -0.13
-7.0 -5.9 -6.2 6.2 5.3 5.4 2.0 1.7 1.8 +0.14 -0.20 -0.24
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Tabelul 4.14 prezinta descriptorul dual f ,({2) , functiile Parr electrofilici P} si nucleofilici
P, , precum si indicele diferentei de reactivitate locald Ry pe atomii fumaramidet MEAD 7,
calculate in vacuo, in apa si metanol. In general, rezultatele arati aceleasi situsuri reactive ca si
pentru ceilalti derivati cercetati. Existd totusi o diferentd ce tine de reactivitatea marita a
situsurilor C2 si C3, care Intrece reactivitatea celor doi atomi de oxigen din grupurile hidroxilice
atasate legaturii duble centrale. Conform valorilor indicelui Ry, situsurile C2 si C3 sunt preferate
pentru atacurile electrofile si nucleofile in faza gazoasa (R de + 0.32) si in apa (R, de £ 0.55),
fiind urmati de O9 in vid (R), de = 0.31), iar in apa de O7 si 09 (R, de =+ 0.42). In metanol, cele
mai importante situsuri ambifilice sunt C1 si C2 (Rj de + 0.58), urmati de O7 si O9 (R de £
0.46). Harta MEP a fumaramidei MEAD 7 (Figura 4.10a) confirma ca situsurile C2 si C3 sunt
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foarte aproape de neutru, sugerand ca aceste locuri ar putea fi, intr-adevar, atacate de electrofili

(neutri sau pozitivi) si nucleofili (neutri sau negativi), in timp ce O7 si O9 sunt usor negative.

Tabelul 4.14. Descriptorul dual f 5‘2), functiile Parr electrofilice P}, si nucleoflice Py, si
indicele diferentei de reactivitate locala R, pe atomii moleculei de fumaramida MEAD 7,
calculate in vacuo, in api si metanol. Valorile reale ale f® (7), P} si Py au fost inmultite

cu 100 pentru o comparatie mai usoara

(2 P P R
Atom k k k k
Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH
1C -6.77 -626 -23.6 18.19 16.82 14.8 -2.99 -2.80 223 -0.25 -0.60 +0.58
2C 334 421 -23.6 14.27 16.03 14.8 23.04 24.98 22.3 +0.32 +0.55 +0.58
3C 334 421 -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
50 -432 -422 -135 10.57 8.57 9.1 0.73 1.55 1.3 -0.16 -0.53 -0.50
6 0O -432 -421 -13.5 10.57 8.55 9.1 0.73 1.56 1.3 -0.16 —0.53 -0.50
70 1733 9.71 -21.3 2.40 2.34 35 20.34 22.84 21.3 0.24 +0.42 +0.46
90 1733 9.71 -21.3 2.40 2.34 35 20.34 22.83 21.3 +0.31 +0.42 +0.46
11 N -090 -2.01 -8.4 3.86 6.11 6.6 5.35 3.80 2.7 +0.15 —-0.31 -0.26
12 N -090 -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 04 -0.01 -0.19 0.2 0 0 0
15C 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 04 -0.01 -0.19 0.2 0 0 0
20C 0.18 —0.24 -1.2 0.25 0.52 0.5 0.56 0.36 0.3 0 0 0
230 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
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b) MPAD 8
Fig. 4.10. Hartile MEP (pe stanga) si indicele ambifilic R, (pe dreapta) ale MEAD 7 (a)
si MPAD 8 (b), in metanol
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Tabelul 4.15. Descriptorul dual f ;{2), functiile Parr electrofilice P} si nucleoflice Py, si
indicele diferentei de reactivitate locala Rx pe atomii moleculei de fumaramida MPAD 8,
calculate in vacuo, in api si metanol. Valorile reale ale f@ (7), P} si Py au fost inmultite

cu 100 pentru o comparatie mai usoara

(2 pi P; R
Atom L k k k
Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH

1 C -176 -23.7 -234 13.6 149 14.6 19.0 223 22.2  £0.30 +0.58 +0.58
2 C -17.6 -23.7 -234 13.6 149 14.6 19.0 223 222  +0.30 +0.58 0.58
3 0 -173 -212 -21.1 34 3.5 3.5 17.8 212 21.2 0.23 +0.46 +0.46
5 0 -173 212 -21.1 34 3.5 3.5 17.8 212 21.2 0.23 +0.46 +0.46
7 C 91 -11.7  -11.7 147 14.0 14.2 0.5 0.7 0.7 -0.22  -0.57 -0.56
8 O -124 -13.1 -132 105 8.9 9.0 0.2 1.1 1.1 -0.15 -0.49 -0.48
9 N 83 -8.6 -8.7 5.2 6.8 6.9 3.9 3.1 32  +0.14 -0.27 -0.27
10 C -24 -2.2 2.2 0.4 0.4 0.4 0.4 0.3 0.3 0 0 0
11 C -12 -1.1 -1.1 0.4 0.5 0.5 0.5 0.4 0.4 0 0 0
15 C -19 -0.6 -0.6 0.2 0.1 0.1 0.7 0.1 0.1 0 0 0
18 O -47 -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  -11.7 147 14.0 14.2 0.5 0.7 0.7 -0.22  -0.57 -0.56
23 O -124 -13.1 -132 105 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 24 -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 -19 -0.6 -0.6 0.2 0.1 0.1 0.7 0.1 0.1 0 0 0
32 0O 47 -0.5 -0.5 0.1 0.0 0.0 4.9 0.0 0.0 0 0 0

Tabelul 4.15 prezinta descriptorul dual f ,EZ), functiile Parr electrofilici Pj si nucleofilici
P}, precum si indicele diferentei de reactivitate locala Ry pe atomii fumaramidei MPAD 8,
calculate in vacuo, In apd si metanol. Situsurile reactive sunt plasate pe atomii din fragmentul

enediolic. Descriptorul dual £

sugereaza ca situsurile C1, C2, O3 si OS5 vor fi preferate pentru
atacurile electrofile, fapt confirmat in totalitate de catre valorile functiei P, nucleofile, atat
pentru faza gazoasd, cat si pentru apa si metanol. Functia electrofild P{ arata ca pentru atacurile
nucleofile vor fi preferate situsurile C1, C2, C7 si C22. Indicele diferentei de reactivitate locala
confirma ambifilicitatea situsurilor C1, C2 (Rx ==0.58) si O3, O5 (Rx==0.46).

Harta MEP a fumaramidei MPAD 8 (Figura 4.10b) confirma ca situsurile C2 si C3 sunt

foarte aproape de neutru, sugerand ca aceste locuri ar putea fi, intr-adevar, atacate de electrofili
(neutri sau pozitivi) si nucleofili (neutri sau negativi), in timp ce O3 si O5 sunt moderat negative.

Tabelul 4.16 prezinta descriptorul dual f ,EZ), functiile Parr electrofilici Pj si nucleofilici
P;,, precum si indicele diferentei de reactivitate locala R pe atomii fumaramidei 9, calculate in
vacuo, in apa si metanol. Situsurile reactive sunt plasate pe atomii din fragmentul enediolic.

(2)
k

Descriptorul dual £, sugereaza ca situsurile C1, C2, O3 si O4 vor fi preferate pentru atacurile

112



electrofile, fapt confirmat in totalitate de catre valorile functiei P, nucleofile, atat pentru faza

gazoasa, cat si pentru apa si metanol.

a) Fumaramida 9

"
c) Fumaramida 11

Fig. 4.11. Hartile MEP (pe stanga) si indicele ambifilic Ry (pe dreapta) ale

fumaramidelor 9 (a), 10 (b) si 11 (c), in metanol

Functia electrofila P} aratd ca pentru atacurile nucleofile vor fi preferate situsurile C2 si
C8, in toate mediile cercetate. Indicele diferentei de reactivitate locala confirma ambifilicitatea
situsurilor C1 (Rxde +0.30 in gaz, +0.58 in apa, +0.57 in metanol), C2 (Rxde +0.31 in gaz,
+0.60 1n apa, £0.58 in metanol) si O3 (Rx de £0.25 in gaz, £0.42 in apd, +0.41 In metanol), O4
(Rxde £0.25 1n gaz, £0.41 in apa si metanol).

Harta MEP a fumaramidei 9 (Figura 4.11a) confirma ca situsurile C1, C2 si O3, O4 sunt
foarte aproape de neutru, sugerand ca aceste locuri ar putea fi, intr-adevar, atacate de electrofili

(neutri sau pozitivi) si nucleofili (neutri sau negativi).
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Tabelul 4.16. Descriptorul dual f ;{2), functiile Parr electrofilice P} si nucleoflice Py, si
indicele diferentei de reactivitate locala R« pe atomii moleculei de fumaramida 9, calculate
in vacuo, in api si metanol. Valorile reale ale f) (%), P} si Pj; au fost inmultite cu 100

pentru o comparatie mai usoara

e Pi Py Ry

Atom ) . MetO . :

Vid Apa MetOH Vid Apa H Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH
1 C -162 -237 -23.6 134 143 14.3 171 23.0 23.0 +0.30 +0.58 +0.57
2 C -169 -240 -239 151 162  16.1 169 223 224  +0.31 +0.60 +0.58
3 O -139 -192 -19.1 3.5 3.8 3.8 139 194 194  +0.25 +0.42 +0.41
4 O -139 -191 -19.0 29 31 3.1 139 19.8 19.7  £0.25 +0.41 +0.41
5 C -83 -109 -109 137 129 129 0.2 0.4 0.4 -0.26  -0.55  -0.53
6 O -128 -12.8 -12.8 10.1 8.7 8.8 24 -1.1 -1.2 -0.20  -0.50  -0.48
7 N 83 -81 -8.1 53 6.4 6.3 8.8 5.7 5.7 +0.15 -0.24  -0.22
8§ C -89 -11.7 -11.6 154 147 147 0.0 0.4 0.4 -0.28  -0.60  -0.58
9 O -113 -119 -12.0 99 88 8.8 2.0  -1.2 -1.2 -0.22  -049  -047
10 N -83 -88 -8.8 62 72 7.2 8.0 6.2 6.3 +0.16 -0.26  -0.25
11 C -14 -12 -1.2 04 04 0.4 2.7 0.4 0.4 0 0 0
12 ¢ 07 -1.0 -1.0 0.3 0.3 0.3 0.8 0.3 0.3 0 0 0
17 C -16 -1.1 -1.1 0.3 0.3 0.3 0.8 0.4 0.4 0 0 0
21 C -06 -05 -0.5 0.1 0.1 0.1 0.0 0.0 0.0 0 0 0
22 C  -1.7 -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 04 04 0.4 1.5 0.6 0.6 0 0 0
30 €C  -15  -0.8 -0.8 0.1 0.1 0.1 0.2 0.0 0.0 0 0 0
31 C 25 -09 -0.9 02 03 0.3 2.2 0.4 0.4 0 0 0
35 O 35 -1.0 -1.0 00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0 0 0
39 O -100 -1.9 -1.9 00 0.0 0.0 121 03 0.3 0.19 0 0

Tabelul 4.17 prezinta descriptorul dual f ,({2), functiile Parr electrofilici P} si nucleofilici
P, precum si indicele diferentei de reactivitate locala Ry pe atomii fumaramidei 10, calculate in
vacuo, in apa si metanol. In general, rezultatele arati aceleasi situsuri reactive ca si pentru
celelalte fumaramidele MEAD 7, MPAD 8 si fumaramida 9. Descriptorul dual f* sugereazi ci
situsurile C1, C2, O3 si O4 vor fi preferate pentru atacurile electrofile, fapt confirmat in totalitate
de catre valorile functiei P, nucleofile, atat pentru faza gazoasa, cat si pentru apa. Functia
electrofild P} aratd ca pentru atacurile nucleofile vor fi preferate situsurile C2, C5 si C8, pentru
toate mediile cercetate. Indicele diferentei de reactivitate locald confirma ambifilicitatea
situsurilor C1, C2 (Rx =+£0.27) s1 O3 (Rx = £0.24) 1n gaz, si C1, C2 (Rx ==0.52) s1 O3 (R =
+0.42), O4 (Rx==0.41) in apa, s1 C1, C2 (Rx ==+0.48) s1 O3 (Rx ==0.39), 04 (R ==£0.37) in
metanol.

Harta MEP a fumaramidei 10 (Figura 4.11b) confirma ca situsurile C1 si C2 sunt usor

pozitive, n timp ce O3 si O4 sunt usor negative.
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Tabelul 4.17. Descriptorul dual f ;{2), functiile Parr electrofilice P} si nucleoflice Py, si
indicele diferentei de reactivitate locala Rx pe atomii moleculei de fumaramida 10, calculate
in vacuo, in api si metanol. Valorile reale ale f) (%), P} si Pj; au fost inmultite cu 100

pentru o comparatie mai usoara

2 Pi Py Ry
Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH  Vid Apa MetOH

=
1S}
8

1 C -159 -22.6 -23.0 127 12.0 12.8 16.8 233 24.0 +0.27 0.52 =+0.48
2 C -158 -224 -22.7 138 144 14.5 165  22.2 21.8 +0.27  +0.52 +0.48
3 0 -147 -205 -204 2.7 3.3 33 15.6  20.6 20.1 +0.24 +0.42 +0.39
4 O -147 -204 -19.6 24 2.6 2.6 16.1 21.0 19.7 0.17  +0.41 +0.37
5 C -84 -103 -105 153 14.6 14.2 0.9 0.8 0.9 -0.28 -0.54 -0.44
6 O -13.7 -140 -141 11.1 9.4 9.4 3.2 3.0 2.7 -0.19  -0.48 -0.37
7 N -62 -59 -5.9 4.1 52 5.2 3.7 1.0 1.6 +0.11 -0.24 -0.18
8§ C -85 -115 -113 14.1 15.4 14.7 0.9 0.9 1.1 -0.27  -0.59 -0.46
9 O -129 -144 -147 113 10.2 10.0 0.7 2.0 2.9 -0.21  -0.52  -0.39
10 N -63 -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  -I.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 08 -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 -09 -0.6 -0.6 0.2 0.1 0.1 0.1 0.0 0.0 0 0 0
22 C 20 0.8 -0.8 0.2 0.2 0.2 1.2 0.1 0.1 0 0 0
23 O 37  -1.0 -1.1 0.0 0.0 0.0 1.2 0.0 0.1 0 0 0
27 0 79 -19 -1.7 0.0 0.0 0.0 8.4 0.2 0.2 0 0 0
31 O -12  -15 -1.2 0.3 0.3 0.3 0.6 0.0 0.0 0 0 0
35 0 33 -1.6 -1.4 0.1 0.1 0.1 0.3 0.0 0.0 0 0 0
39 0 34  -1.0 -1.0 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0 0 0 0
43 O -04 -1.1 -0.8 0.3 0.2 0.2 0.7 0.0 0.0 0 0 0

Tabelul 4.18 prezinta descriptorul dual f ,({2), functiile Parr electrofilici P} si nucleofilici
P;;, precum si indicele diferentei de reactivitate locala Ry pe atomii fumaramidei 11, calculate in
vacuo, in apa si metanol. In general, rezultatele arati aceleasi situsuri reactive ca si pentru
celelalte fumaramide mentionate anterior, avand situsurile reactive plasate pe atomii din
fragmentul enediolic, cu reactivitatea maritd pe atomii de carbon uniti prin legatura dubla.
Descriptorul dual f& sugereazi ci situsurile C1, C2, O3 si O4 vor fi preferate pentru atacurile
electrofile, fapt confirmat in totalitate de catre valorile functiei P, nucleofile, atat pentru faza
gazoasd, cat si pentru apa si metanol. Functia electrofild P} aratd ca pentru atacurile nucleofile
vor fi preferate situsurile C1, C2, C5 si C8, atat pentru faza gazoasa, cét si pentru apd si metanol.
Indicele diferentei de reactivitate locald confirma ambifilicitatea situsurilor C1, C2 (Rx=+0.31)
in gaz, si C1, C2 (Ry ==0.44 in apa, Ry ==+0.57 in metanol) si O3 si O4 (Rx==0.34 1n apa, R; =
+0.41 in metanol) in solventi. Harta MEP a fumaramidei 11 (Figura 4.11c) confirma ca situsurile

C1,C2, O3 s1 O4 sunt foarte apropiate de neutru.

115



Tabelul 4.18. Descriptorul dual f ;{2), functiile Parr electrofilice P} si nucleoflice Py, si
indicele diferentei de reactivitate locala Rx pe atomii moleculei de fumaramida 11, calculate
in vacuo, in api si metanol. Valorile reale ale f) (%), P} si Pj; au fost inmultite cu 100

pentru o comparatie mai usoara

Atom ’(‘2) Pk Pi Ry
Vid Apa MetOH Vid Apad MetOH Vid Apa MetOH Vid Apa MetOH
1 C -183 -18.3 -23.9 144 144 15.3 20.2  20.2 229  +0.31 +0.44 +0.57
2 C -183 -18.3 -23.9 144 144 15.3 20.2  20.2 229 031 +0.44 +0.57
3 O -155 -15.5 -19.2 32 3.2 3.5 164 16.4 19.5 0.19 =+0.34 +0.41
4 O -155 -15.5 -19.2 32 3.2 3.5 164 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 -135 -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 -135 -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. Compusii cercetati prin prisma teoriei orbitalilor moleculari de frontiera

Un puternic model practic pentru descrierea reactivitatii chimice este teoria orbitalilor
moleculari de frontiera (frontier molecular orbital theory - FMO), propusa de Kenichi Fukui in
anii 1950. Aspectul central al teoriei electronilor de frontierd este importanta cu care trateaza cei
mai Tnalti orbitali moleculari ocupati (HOMO) si orbitalii neocupati situati cel mai jos (LUMO).

Este bine cunoscut faptul ca energia electronilor determina comportamentul moleculei, si
anume nivelurile energetice populate contribuie la energia si comportamentul moleculei.

Orbitalii neocupati sunt luati In consideratie doar in cazuri speciale, de exemplu atunci
cand se analizeaza adaugarea de electroni suplimentari structurii. Acest lucru se poate Intampla
in timpul unei reactii de reducere, de exemplu. In acest caz, urmatorul nivel energetic (LUMO)
poate fi un loc rezonabil pentru amplasarea acestui electron. Astfel, un electron suplimentar
adaugat moleculei ar putea avea energia si ar putea fi situat in zona spatiului descrisa de acest
orbital.

Desigur, aceastd descriere poate fi o aproximare, caci odata cu addugarea unui alt

electron, fortele de respingere si de atractie sunt modificate in interiorul moleculei, astfel incat
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energiile tuturor electronilor trebuie sa se ajusteze. Cu toate acestea, LUMO este o buna prima
presupunere despre unde ar ajunge un electron suplimentar si care ar fi energia acestuia.

Pentru cazul cand analizdm posibilitatea moleculei de a dona un electron (sau o pereche
de electroni) Intr-o reactie, In mod frecvent electronii provin din orbitalul molecular cel mai Tnalt
ocupat (HOMO). Acesti electroni sunt adesea cei mai reactivi, atat datoritd energiei lor ridicate,
cat si a locatiei lor accesibile, situdndu-se de regulda mai departe de nucleu sau pe marginea
moleculei.

Orbitaliit HOMO si LUMO sunt numiti impreuna orbitali de frontiera, deoarece se afla la
marginea orbitalilor reali, ocupati, si a celor imaginari, neocupati. Orbitalii de frontiera sunt
adesea cercetati atunci cand se incearca intelegerea reactiilor, si vor fi analizati in continuare,
luand 1n consideratie informatia prezentata in subcapitolele anterioare.

Figura 4.12 prezinta unii orbitalii de frontierd si energetica acestora, pentru acidul DFH4
1, anionul acidului 1 cu hidrogenul din pozitia anti- disociat si anionul acidului 1 cu hidrogenul

din pozitia syn- disociat.
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Fig. 4.12. Energia orbitalilor si unii orbitali moleculari de frontiera ai
izomerului E2 (stinga) al acidului DFH4, anionul cu hidrogenul din pozitia anti-

disociat (centru) si anionul cu hidrogenul din pozitia syn- disociat (dreapta)
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Pentru reprezentare grafica au fost alesi orbitalii moleculart HOMO si LUMO, precum si
orbitalii care caracterizeaza ambifilicitatea situsurilor atomice O8 si O10 (R, de +0.51 si 0.48,
respectiv, 1n apd), redate de indicele diferentei de reactivitate locald R) calculat in subcapitolul
anterior pentru izomerul E2 al acidului DFH4. Observam astfel ca pentru molecula nedisociata de
DFH4 1, situsurile atomice ambifile O8 si O10, se afld pe nivelele energetice HOMO -3 si
HOMO -4, si pe nivele LUMO +3 si LUMO +4. Pentru comparatie au fost efectuate calcule ale
speciilor anionice ale acidului DFHa4, un anion avand hidrogenul din pozitia anti- disociat si al
doilea anion avand hidrogenul din pozitia syn- disociat. Rezultatele demonstreazd cd pentru
formele anionice ale DFH4, situsurile atomice ambifile O8 si O10 se afla pe nivelele HOMO si
LUMO (Figura 4.12), iar energia orbitalilor (Tabelul 4.19) sugereaza ca cea mai activa specie in
transferul de electroni va fi anionul avand hidrogenul din pozitia anti- disociat, cu energia
orbitalilor HOMO de -2.16 eV, fatd de -6.50 eV pentru acidul nedisociat si -9.12 eV pentru

celalalt anion.
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Fig. 4.13. Energia orbitalilor si unii orbitali moleculari de frontiera ai

izomerului E3 (stinga) al acidului DFHy si anionul respectiv

Pentru calculele efectuate in metanol s-a utilizat geometria izomerului E3 al DFH4, care
este cel mai abundent izomer in acest solvent. In cazul izomerului 3 si a anionului acestuia,
orbitalii moleculari responsabili pentru ambifilicitatea situsurilor atomice O8 si O10 se afla pe
nivele HOMO si LUMO (Figura 4.13). Se observa cd anionul izomerului E3 are energetica
orbitalilor HOMO mai joasd decat izomerul protonat, -5.67 eV fata de -6.32 eV, respectiv,

sugerand cd anionul poate dona mai usor electroni (Tabelul 4.19).
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Figura 4.14a prezinta orbitalii moleculari de frontiera HOMO si LUMO, precum si unii
orbitali responsabili pentru nucleofilicitatea si electrofilicitatea situsurilor O8 si O10, pentru
esterul EDM 2. Situsurile atomice ambifile O8 si O10 se afld pe nivelele energetice HOMO -3 si
HOMO -4, in limitele -8.76 eV si -8.79 eV pentru apa si metanol, si pe nivelele LUMO +5 si
LUMO +6, in limitele -2.63 eV s1-2.92 eV pentru apa si metanol (Tabelul 4.20).

Figura 4.14b prezinta orbitalii moleculari de frontiera HOMO si LUMO, precum si unii
orbitali responsabili pentru nucleofilicitatea si electrofilicitatea situsului O8 pentru anilida 5.
Pentru molecula anilidei 5, situsul atomic ambifilic O8 se afla pe nivelele energetice HOMO -7
st LUMO +8. Rezultatele demonstreaza ca energetica orbitalilor anilidei 5 este practic identica in
solventii studiati, de -9.50 eV si -9.49 eV pentru HOMO -7 in apd si metanol, respectiv, si de
2.61 eV i 2.60 eV pentru LUMO +8, in apa si metanol, respectiv.

Tabelul 4.19. Orbitalii moleculari HOMO si LUMO, precum si unii orbitali responsabili
pentru nucleofilicitatea si electrofilicitatea situsurilor O8 si O10 pentru izomerii E2 si E3 ai

acidului DFH4, precum si formele lor disociate

Energia orbitalilor, eV

Orbitalul Izomerul E2 al acidului DFH4 Izomerul E3 al acidului DFH4
molecular anionul cu H din anionul cu H din anionul cu H din
Acidul DFH4 pozitia anti- pozitia syn- Acidul DFH4 pozitia syn-
disociat disociat disociat
Apa Apa Apa 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 prezintd orbitalii de frontierd HOMO si LUMO pentru fumaramida 6.
Calculele demonstreazd ca orbitalii responsabili pentru nucleofilicitatea si electrofilicitatea
situsurilor O8 si O10 se afla pe nivele HOMO si LUMO, avand energii aproape identice in
solventii studiati, de -5.97 eV si -5.95 eV pentru HOMO in apa si metanol, respectiv, si de -2.05
eV s1-2.04 eV pentru LUMO, in apa si metanol, respectiv.

Pentru derivatul MEAD 7 (Figura 4.14d), situsurile atomice ambifile O8 si O10, se afla
pe nivelele energetice HOMO -7 si HOMO -8, in limitele -9.39 eV — -9.42 eV pentru apa si
metanol, si pe nivelele LUMO +5 si LUMO +6, in limitele 1.78 eV — 2.22 eV pentru apa si
metanol (Tabelul 4.20).
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Figura 4.15a prezinta orbitalii de frontierd HOMO si LUMO pentru acidul MBD 12.
Conform rezultatelor, orbitalii responsabili pentru nucleofilicitatea si electrofilicitatea situsurilor
08 si 010 se afla pe nivele HOMO si LUMO, avand energii aproape identice in solventii
studiati, de -5.85 eV si -5.83 eV pentru HOMO in apa si metanol, respectiv, si de -2.00 eV si -
1.97 eV pentru LUMO, in apa si metanol, respectiv (Tabelul 4.20).

Figura 4.15b prezinta orbitalii de frontiera HOMO si LUMO pentru derivatul BBD 13.
Calculele arata ca orbitalii responsabili pentru nucleofilicitatea si electrofilicitatea situsurilor O8
si 010 se afla pe nivele HOMO si LUMO, avand energii aproape identice in solventii studiati,
de -5.97 eV si -5.41 eV pentru HOMO 1in apa si metanol, respectiv, si de -2.05 eV si -1.81 eV
pentru LUMO, 1n apa si metanol, respectiv (Tabelul 4.20).

Tabelul 4.20. Orbitalii moleculari de frontiera HOMO si LUMO, precum si unii orbitali
responsabili pentru nucleofilicitatea si electrofilicitatea situsurilor O8 si O10 pentru

derivatii cercetati, in apa si metanol

Energetica orbitalilor, eV
HOMO -8 HOMO -7 HOMO -4 HOMO-3 HOMO LUMO LUMO+5 LUMO+6 LUMO +8

Compusul  Solvent

Apa -8.79 -8.77 -6.28 -2.15 2.63 2.92
EDM 2
Metanol -8.79 -8.76  -6.25 -2.12 2.63 2.92
Apa 9. -6. 2.1 2.61
Anilida 5 ba 950 6.09 6
Metanol -9.49 -6.07 -2.07 2.60
Apa -5. -2.
Fumaramida 6 pa 597 05
Metanol -5.95 -2.04
Apa -9.42 -9.40 -6.04 -1.68 1.79 2.20
MEAD 7
Metanol  -9.40 -9.39 -6.01 -1.65 1.78 2.22
Apa -6.01 -1.
MPAD 8 pa 6.0 63
Metanol -5.97 -1.65
Api -6.13 -1.67
Fumaramida 9
Metanol -6.10 -1.65
Apa -6.17 -1.60
Fumaramida 10
Metanol -6.14 -1.25
Api -6.03 -1.52
Fumaramida 11
Metanol -6.00 -1.54
Acidul MBD Apa -5.85  -2.00
12 Metanol -5.83  -1.97
Apa -5.97 -2.05
BBD 13
Metanol -5.41  -1.81
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Pentru fumaramida MPAD 8 (Figura 4.15c), fumaramida 9 (Figura 4.15d), fumaramida
10 (Figura 4.15¢) si fumaramida 11 (Figura 4.15f), orbitalii responsabili pentru nucleofilicitatea
si electrofilicitatea situsurilor O8 si O10 se afld, de asemenea, pe nivele HOMO si LUMO, avand
energii foarte apropiate in solventii studiati (Tabelul 4.20).

Figura 4.16 prezinta geometria optimizata a DPPH" (a), orbitalii moleculari B-LUMO +3
responsabili pentru acceptul electronului de la antioxidant, cu energia de -3,65 eV (b) si harta
potentialului molecular electrostatic (c). Radicalul DPPH" este un radical stabil din cauza ca
electronul liber este delocalizat deasupra moleculei, si astfel este evitatd formarea dimerului. Din
Figura 40c se observa ca situsul N9, desi se afla intr-o regiune neutrd, nu este usor accesibil,
fiind ecranat de inelele fenilice si inelul picril, astfel ca derivatii cu structuri geometrice

voluminoase vor intdmpina greutdti in procesul de apropiere pentru a reactiona.

£
P

Fig. 4.16. Geometria optimizata a DPPH" (a), orbitalii moleculari B-LUMO +3 responsabili

pentru acceptul electronului de la antioxidant (b) si harta potentialului molecular

electrostatic (¢)
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4.7. Determinarea mecanismului activitatii antioxidante a acidului dihidroxifumaric

Cele trei mecanisme de actiune antioxidantd prin care antioxidantii isi pot manifesta rolul
protector au fost catalogate anterior in felul urmator: mecanismul de transfer al atomului de
hidrogen (HAT), mecanismul de transfer al unui electron, urmat de transferul de protoni (SET-
PT) si mecanismul de transfer initial al protonului, urmat de transferul electronului (SPLET)
[128-131].

In mecanismul HAT, radicalul liber (R*) rapeste un atom de hidrogen din antioxidant
(AH), dand nastere formei radicalice de antioxidant. In acest caz, reactivitatea antioxidantului
poate fi prezisa prin calcularea entalpiei de disociere a legaturii O-H (BDE). Mecanismul SET-
PT are loc in doua etape, in care extractia electronilor din compusul antioxidant este urmata de
transferul de protoni. Parametrul numeric legat de acest mecanism este potentialul de ionizare
(IP) pentru prima etapa si entalpia de disociere a protonului (PDE) din radicalul cationic (AH™)
pentru a doua etapa. Moleculele cu valori scazute ale IP si PDE vor avea activitate ridicata [128-
131].

Mecanismul SPLET consti, de asemenea, din doud etape. In prima etapa are loc
disocierea antioxidantului cu formarea formei anionice si a protonului liber, iar apoi ionii creati
in prima reactie reactioneaza cu radicalul liber. Entalpia de reactie a primului pas din acest
mecanism corespunde afinitatii protonilor (PA) a anionului de antioxidant. Entalpia de reactie a
celei de-a doua etape, ruperea electronului, corespunde entalpiei de transfer al electronului (ETE).
In cercetarea de fatd au fost calculate valorile BDE, IP, PDE, PA si ETE intr-un efort de a
elucida cel mai probabil mecanism prin care DFH4 isi manifesta activitatea antioxidantd fatd de
radicalul DPPH". Cu acest scop, au fost utilizate valorile entalpiilor calculate la 298.15 K Ila

nivelul de teorie B3LYP/6-311+G(d,p), conform ecuatiilor de mai jos [128,129]:

BDE = H(DFH;s") + H(H") — H(DFH.) (4.22)
IP = H(DFH4") + H(e") — H(DFHy) (4.23)
PDE = H(DFH;5") + H(H*) — H(DFH,") (4.24)
PA = H(DFH;") + H(H") — H(DFH.) (4.25)
ETE = H(DFH5") + H(e") — H(DFH;") (4.26)

Entalpiile speciilor moleculare H(X) la temperatura T sunt calculate utilizand expresia:
H(X) = Eo+ ZPE + AHuans + AHrot +AHyib + RT (4.27)
unde Eo este energia electronica totala, ZPE - este energia in punctul zero, AHans, AHrot, AHyib
sunt contributiile de translatie, rotatie si vibratie la entalpie, respectiv. Termenul RT este adaugat

pentru a converti energia in entalpie [131].
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Pentru a calcula indicii de mai sus, sunt necesare entalpiile atomului de hidrogen,
protonului si electronului in faza gazoasa si apa. Entalpia n faza gazoasa a atomului de hidrogen
H(H"), a protonului H(H™) si a electronului H(e") au fost calculate anterior si constituie: 1306.58,
6.197 si 3.145 kJ mol!, respectiv [128,131]. Entalpiile acestor specii in apa constituie: -1310.0, -
101.86 si -1083.8 kJ mol!, respectiv [128,131].

Pe langa aceasta, trebuie tinut cont si de abundenta izomerilor diferitd in gaz si in apa.
Astfel, calculele in vacuo au fost efectuate pentru izomerul E1 (abundenta relativa de 87%,), iar
calculele in solvent (apa) au fost efectuate pentru toti trei cei mai abundenti izomeri, E1, E2 si E3.
Un alt moment important constad in faptul ca reiesind din structura geometricd a izomerului E2,
cei doi atomi de hidrogen din gruparile hidroxilice ale fragmentului enediolic nu sunt echivalenti.
Reiesind din cele expuse mai sus speciile moleculare supuse cercetarii in cazul utilizarii

solventului (apd) sunt prezentate in Figura 4.17.

3. izomerul E3

4. izomerul E1 cu 5.izomerul E2 cu 6. izomerul E2 cu 7. izomerul E3 cu
hidrogenul hidroxilic hidrogenul hidroxilic hidrogenul hidroxilic hidrogenul hidroxilic
cedat HI1 cedat H2 cedat cedat

Figura 4.17. Speciile moleculare cu caracter antioxidant cercetate in solvent (apa).

Valorile obtinute ale BDE, IP, PDE, PA, si ETE (kJ mol') pentru izomerii DFH4
(prezentate in Figura 4.17) in vacuo si in apa sunt redate in Tabelul 4.21, unde cea mai mica
valoare indicd asupra preferintei mecanistice prin care are loc manifestarea activitatii
antioxidante.

Analiza datelor obtinute releva faptul ca in vacuo mecanismul transferului direct de
hidrogen (HAT) este cel mai probabil, valoarea BDE a izomerului E1 (347.13 kJ mol™) fiind
mult mai micd decat valorile obtinute pentru primele etape ale mecanismelor SET-PT (IP =
864.81 kJ mol ') si SPLET (PA = 1357.21 kJ mol™). In solvent, situatia este diferitd. Mecanismul
HAT, desi este caracterizat de valori mai mici ale energiei necesare decat in vacuo, este totusi

putin probabil, deoarece valorile PA in solutie sunt de 80 - 100 kJ mol”!, in timp ce valorile
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pentru IP sunt in jur de 500 kJ mol™'. Astfel, cel mai probabil mecanism prin care se manifesta
activitatea antioxidanta in apa (utilizdnd modelul SMD al solventului) este mecanismul SPLET,
iar cea mai activa specie este izomerul E1 (PA = 81.41 kJ mol!), urmat indeaproape de izomerul
E2 (PA = 84.75 kJ mol™). Trebuie mentionat aici c¢a datorita faptului ca izomerul E2 are doua
grupdri carboxilice orientate diferit (una syn- si una anti-), hidrogenii gruparilor hidroxilice nu
sunt echivalenti. Astfel, Tn urma interactiunii cu radicalul DPPH" izomerul E2 poate ceda unul
din cei doi hidrogeni de la gruparile hidroxil, iar calculele arata ca anume structura prezentata in
Figura 4.17(5) va fi cea mai probabild, cu PA = 84.75 kJ mol”, fatd de structura din Figura
4.17(6), cu PA = 96.39 kJ mol!. Astfel, cel mai usor este cedat radicalului anume hidrogenul din

gruparea OH legata de carbonul adiacent gruparii carboxilice cu orientare syn-.

Tabelul 4.21. Valorile calculate ale BDE, IP, PDE, PA, si ETE (kJ-mol ') pentru izomerii

DFHy; si speciile anionice respective in vacuo si in apa.

Mecanismul
Mediul Specia HAT SET-PT SPLET
BDE 1P PDE PA ETE
In vacuo Izomerul E1 347.13 864.81 792.04 1357.21 305.84
Izomerul E1 329.11 499.99 -46.53 81.41 372.00
in solvent Izomerul E2? 327.58 49591 -43.99 84.75 367.13
(apd)
Izomerul E2° 332.36 495.91 -39.21 96.39 360.27
Izomerul E3 330.36 485.47 -30.77 100.66 354.00

Nota: notatia E2° este utilizatd pentru a insemna faptul cd la interactiunea cu radicalul, izomerul E2
cedeaza hidrogenul din gruparea OH legata de carbonul adiacent gruparii carboxilice cu orientare syn-, iar
notatia E2P este utilizatd pentru a insemna faptul ca la interactiunea cu radicalul, izomerul E2 cedeaza
hidrogenul din gruparea OH legata de carbonul adiacent gruparii carboxilice cu orientare anti-.

Tinand cont de cele expuse mai sus, putem prezenta schematic mecanismul primei etape
a interactiunii acidului DFH4 cu radicalul DPPH’" conform reactiilor de mai jos:
In vacuo, conform mecanismului HAT:
DFH4 + DPPH" — DFH;" + DPPH-H (4.28)
unde DFHj4 este prezent sub forma izomerului E1, prezentat in Figura 4.17(1).
In solvent (apd) transferul hidrogenului are loc in doui etape (SPLET) si anume:
DFH4 — DFH3™ + H+ (4.29)
DFHs;~ + DPPH" + H+ — DFH;3" + DPPH-H (4.30)

unde DFH3™ va avea cel mai probabil structura prezentata in Figura 4.17(5).
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4.8. Estimarea proprietatilor farmaco-cinetice si de toxicitate a derivatilor cercetati

Pentru a fi eficientd ca medicament, o moleculd activa trebuie sd-si atingd tinta in
organism intr-o concentratie suficientd si sd rdmana in locul stabilit intr-o forma bioactiva
suficient de mult timp pentru a avea loc evenimentele biologice preconizate. Dezvoltarea
formelor medicamentoase implicd evaluarea absorbtiei, distributiei, metabolismului, excretiei si
toxicitatii (ADMET) cat mai devreme in procesul de cercetare [132]. In contextul cand compusii
considerati sunt numerosi, modelele computerizate permit evaluarea proprietatilor farmaco-
cinetice fara a recurge la studii experimentale costisitoare si de durata, permitand determinarea
probabilitdtii ca derivatii cercetati sda devind potentiali candidati pentru dezvoltarea
medicamentelor. Majoritatea companiilor farmaceutice au inceput a folosi aceasta abordare
computationald pentru screening-ul medicamentelor incd din anii 1990, deoarece marea
majoritate a medicamentelor evaluate in studiile clinice nu ajungeau pe piata fie din cauza lipsei
de eficacitate, fie din cauza efectelor secundare inacceptabile [133]. In cadrul tezei de fati a fost
efectuata, de asemenea, o predictie asistatda de computer a proprietatilor farmaco-cinetice si a
profilului de toxicitate a derivatilor studiati, utilizand softurile SwissADME [132] si pkCSM
[133]. SwissADME ofera acces la cinci filtre bazate pe reguli acceptate. Aceste filtre provin
adesea din analizele efectuate de marile companii farmaceutice care urmaresc sd imbunatateasca
calitatea colectiilor chimice detinute. Filtrul Lipinski (Pfizer) a fost implementat conform [130],
iar metodele Ghose (Amgen), Veber (GSK), Egan (Pharmacia) si Muegge (Bayer) au fost
adaptate, respectiv, din [135-138].

Rezultatele analizei computationale pot fi utile in viitor pentru a avansa in dezvoltarea
unor posibile medicamente semisintetice si/sau sintetice pentru uz divers.

Tabelul 4.22 prezintd rezultatele obtinute pentru acidul DFH4 si derivatii acestuia. S-a
constatat cd majoritatea structurilor cercetate indeplinesc regula de cinci a lui Lipinski, si satisfac
filtrele Ghose, Veber si Egan, majoritatea atingdnd un scor bun de biodisponibilitate. Un alt
atribut important este solubilitatea in apd a compusului, importantd pentru absorbanta si
distributia acestuia 1n organism. Conform rezultatelor, se poate observa cd majoritatea
compusilor sunt foarte solubili in apa.

A fost evaluata penetrabilitatea pielii, adica viteza unei molecule de a patrunde in stratum
corneum, pentru a determina potentialul de a crea o formd de administrare transdermicd a
medicamentului. Se considera ca o moleculd va patrunde in piele la valoarea log Kp mai mare de
-2,5 cm/h [132]. S-a descoperit ca toti derivatii cercetati au o penetrabilitate a pielii moderata
spre bund. Caco-2 este celula de adenocarcinom colorectal epitelial uman si permeabilitatea

acesteia se utilizeaza pentru a calcula aportul de medicamente orale.
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Tabelul 4.22. Proprietatile de absorbtie, distributie, metabolism, excretie si toxicitate
(ADMET) pentru compusii cercetati: (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 | 9o [0 | un 2] 3
Similitudinea cu medicamente
Lipinski Da Da Da Da Da Da Da Nu Da Da Da
_ Indicele de 056 | 056 | 056 | 056 | 056 | 056 | 056 | 0.1 | 056 | 056 | 0.55
biodisponibilitate
Absorbtia
Solubilitatea in apa
(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 | -0.601 | -0.23 0.153 0.033 | 0.221 | 0.168 | 0.284 | -0.102 | -0.292 | 0.137 | 0.474
10-° cm/s)

Absorb?zzrlgte“mala 0 | 47.231 | 57.093 | 74.879 | 29.869 | 39.827 | 34.788 | 0 | 52.619 | 33.09 | 80.743
P eme?g;‘ﬁt;;‘ pieliil 5 735 | .3.084 | -2.86 | 2776 | 3.130 | 298 | 3.185 | 2.735 | -2.782 | 2735 | 2735
Subs'trat P ent'rli P- Nu Nu Nu Da Nu Da Nu Da Da Da Da

glicoproteina
Inhibitor al P-
alicoproteinei I Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu
Inhibitor al P-
glicoproteinei TT Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu Nu
Distributia
\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| ;14 | o571 | 06 | 0713 | 20952 | -1202 | -1.052 | -1.865 | -0.701 | -1.237 | -1.878
(log BB)
P e“nezbo‘;‘t;g;a CNS| 3505 | 3.059 | 2744 | 242 | 4204 | 415 | -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
Excretia
Lichidare totald (log | g17 | 0942 | 0.189 | 0.002 | 0.966 | 1.025 | 0.892 | 1.066 | 1.186 | 0.639 | 1261
ml/min/kg)
Substrat pentru
OCT?2 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 compusilor s-au dovedit a avea valori de permeabilitate moderate pand la
puternice pentru Caco-2 (valori log Papp > 0,90 cm/s).

Determinarea daca o substanta este inhibitor/substrat al P-gp este metoda principala
utilizatd pentru a determina efluxul activ prin membranele biologice [139]. P-gp este elementul
principal al transportatorilor de casete care leagd ATP sau transportatorilor ABC, care este
utilizat pentru a proteja sistemul nervos central (SNC) de xenobiotice. Majoritatea derivatilor nu
au fost gasiti ca inhibitor/substrat al P-gp.

Rezultatele demonstreazd cd majoritatea compusilor au o absorbtie ridicatd in tractul
gastro-intestinal. Din sirul de compusi cercetati, nici unul nu are capacitatea de a traversa bariera
sanguina a creierului (BBB), sau sistemul nervos central, avand valori negative ale logaritmului
raportului concentratiei creier-plasma.

Au fost de asemenea evaluate izoformele citocromului uman P450 (CYP), care participa
in metabolismul medicamentelor din interiorul ficatului. Cea mai importantd enzima clinic
adecvata de metabolizare a medicamentelor din corpul uman este CYP3A4, fiind responsabila
pentru metabolismul a aproximativ 60% din xenobiotice, inclusiv medicamente, cancerigeni,
steroizi si eicosanoizi [140]. Inhibarea CYP3A4 poate duce direct la toxicitate medicamentoasa,
interactiuni medicament-medicament si alte efecte adverse. Toti compusii cercetati sunt non-
inhibitori/substraturi ale izoenzimelor, in afara de compusul BBD 13, care este posibil inhibitor
al catorva izoenzime.

Pentru a prezice calea de excretie, a fost evaluat clearance-ul total atit pentru
substraturile hepatice, cat si renale precum si pentru substratul renal al transportorului de cationi
organici 2 (OCT2), exprimat ca log mL/min/kg [141]. Rezultatele au aratat ca toti compusii au o
valoare pozitiva a clearance-ului total si pot fi pur si simplu excretati din organism. Toxicitatea
AMES, hepatotoxicitatea, inhibarea canalului de potasiu hERG si parametrii de sensibilizare a
pielii au fost prezise pentru a afla profilul de toxicitate al derivatilor. Toxicitatea AMES
evalueaza efectul potential carcinogen al substantelor chimice prin utilizarea tulpinii bacteriene
Salmonella typhimurium [142]. Rezultatele obtinute releva ca doar BBD 13 poseda astfel de
toxicitate. In rest toti compusii cercetati nu poseda toxicitate AMES, hepatotoxicitate, nu inhiba
canalul de potasiu hERG si nu sensibilizeaza pielea.

Pentru a obtine informatii suplimentare despre biodisponibilitatea si asemdnarea cu
medicamentele ale substantelor cercetate, au fost estimate rezultatele radarului de
biodisponibilitate.

Figura 4.18 prezinta radarele de biodisponibilitate a substantelor cercetate, demonstrand

proprietdti semnificativ asemandtoare medicamentelor [143].
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Fig. 4.18. Radarele de biodisponibilitate pentru substantele cercetate: (a) acidul DFH4 1,
(b) esterul EDM 2, (¢) anilida 5, (d) fumaramida 6, (¢) 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 coloratd a radarului reprezintd suprafata fizico-chimica potrivita pentru
biodisponibilitatea orala. Notatiile pe figuri se descifreaza dupa cum urmeaza:
LIPO (lipofilicitate): -0,7 < XLOGP3 < +5,0;
SIZE (dimensiune): 150g/mol < greutate moleculara < 500g/mol;
POLAR (polaritate): 20A2 < TPSA < 130A2;
INSOLU (insolubilitate): -6 <log S (ESOL) < 0;
INSATU (nesaturatie): 0.25 < fractiunea de atomi de C 1n hibridizarea sp3 < 1;

N N N RN

FLEX (flexibilitate): 0 < nr. de legaturi ce pot fi rotite <9.
Se observa din Figura 4.17 ca majoritatea substantelor se inscriu in totalitate in zona

colorata a radarului, iar cele care nu se inscriu, o depdsesc de regula intr-un singur criteriu.

4.8. Cercetarea computationald a efectului inhibitor al compusilor cercetati asupra
virusului SARS-CoV-2

COVID-19 este o noud boald infectioasd cauzatd de virusul SARS-CoV-2 al familiei
coronavirus. De cand a aparut pentru prima datd in Wuhan (China), acest virus a infectat sute de
mii de oameni in aproape toate tarile din lume, iar cele mai mari rate de mortalitate pentru
COVID-19 au fost raportate in SUA si Italia. Virusul care a cauzat pandemia COVID-19 s-a
dovedit a fi foarte contagios, iar elaborarea unui medicament puternic Impotriva acestuia va fi un
proces indelungat [144]. In situatia actuald, este clard necesitatea de a cauta tratamente
alternative cu efecte antivirale puternice, si in acelasi timp cu efecte secundare minime. Astfel,
tratamentul acestei infectii virale in curs de desfasurare.

Virusul COVID-19 infecteaza celulele prin legarea glicoproteinei spike (S) de enzima de
conversie a angiotensinei 2 (ACE2), care este atasatd de membranele celulare ale celulelor
situate in plamani, artere, inima, rinichi si intestine. Pentru a finaliza intrarea in celuld, enzima
proteaza TMPRSS2 trebuie sd amorseze glicoproteina spike [144]. De fapt, este necesara
activarea TMPRSS2 ca proteaza pentru a atasa proteina Spike a virusului la ligandul celular
uman. Genomul viral este transcris si apoi translat dupa ce virusul patrunde in celula gazda si se
deschide. Prin urmare, perturbarea functiondrii uneia sau mai multor enzime implicate 1n
replicarea, transcriptia sau translarea virala poate fi o cale eficienta pentru a opri situatia de
urgentd a acestei pandemii [ 144,145].

In screening-ul de noi compusi care pot contribui la combaterea acestui virus periculos,
un rol important il are sistemul de modelare bioinformatica cunoscut sub numele de andocare

moleculard (molecular docking). Andocarea se bazeazd pe interactiunea moleculelor mici,
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cunoscute sub numele de liganzi sau inhibitori, cu situsurile active ale proteinei tintd (receptor).
Acest proces de legare non-covalenta este utilizat pentru prezicerea afinitatii de legare intre cele
doua molecule [146].

In cadrul cercetarii de fati a fost utilizat programul CB-Dock2, elaborat in cadrul
Academiei de Stiinte Chineze [147,148]. Procedeul utilizat de acest program constd in
identificarea automatd a locurilor de legare, calculul centrului si dimensiunii, personalizarea
dimensiunii casetei de andocare in functie de liganzii cercetati si apoi realizarea andocdrii
moleculare cu ajutorul softului AutoDock Vina [149].

CB-Dock? faciliteazd procedura de andocare si imbunatateste acuratetea prin prezicerea
site-urilor de legare ale proteinelor tinta, folosind o abordare proprie de detectie a cavitdtii bazata
pe curburd (CurPocket). Metoda de andocare utilizatd in aceastd procedurd este FitDock, o
metoda dezvoltatd internd care se potriveste conformatiei initiale la sablonul dat folosind o
abordare ierarhicd de aliniere cu mai multe caracteristici, exploreaza ulterior conformatiile
posibile si, in final, emite pozitii de andocare rafinate [147,148,150,151].

Una dintre cele mai interesante tinte ale virusului SARS-CoV-2 este proteaza principala a
acestuia (MP™), care este esentiald in ciclul de viatd a virusului, inclusiv in replicarea si
asamblarea acestuia [152]. Astfel, inhibarea sau dezactivarea acestei proteaze va duce la moartea
virusului. O multitudine de simuldri computationale au fost publicate recent avand ca obiectiv
central studiul interactiunii dintre proteaza principald MP™ si compusi chimici deja cunoscuti
pentru puternicele lor proprietdti antiinflamatoare si antioxidante, cu scopul de a descoperi daca
acestia se pot lega de portiuni diferite de MP™, ceea ce ar Tnsemna utilitatea acestor compusi in
dezactivarea virusului SARS-CoV-2. Identitatea secventei aratd ca proteaza principald SARS-
CoV-2 este identica cu cea a altor virusi SARS-CoV 1n proportie de 96% [152], fiind un alt
motiv de incurajare a cercetdrilor in acest domeniu.

Structura cristalina a proteazei principale (denumitd si 3CLpro sau proteazd asemanatoare
3-chimotripsinei [153]) este prezentd in baza de date Protein Data Bank (PDB) sub diferite
coduri (de exemplu 6LU7, 6M03, 6W4B, 6Y84, 6YB7, 5SR7Y, 5R7Z, SR80, 6MO03, etc.) [154].
In cercetarea de fata a fost utilizatd structura cristalind a MP™ cu codul PDB: 6LU7 [155], iar
aceasta structura cristalografica este codificatd in genomul viral in combinatie cu inhibitorul N3.

In cadrul cercetarii de fata a fost efectuatd andocarea moleculari intre proteaza principala
(MP) a virusului SARS-CoV-2, ce contine 312 aminoacizi, si compusii studiati experimental
anterior: acidul DFHs, derivatii sintetizati ai acestuia, precum si acidul ascorbic, pentru
comparatie. Andocarea moleculard are ca scop dezvaluirea a doud informatii semnificative: In

primul rand, conformatia corectd a complexului format ligand-receptor si in al doilea rind,
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afinitatea de legare care reprezinta o aproximare a energiei libere de legare. Tabelul 4.23 prezinta
valorile afinitatilor de legare ale compusilor cercetati la proteaza virala, iar Figurile 4.20-4.23
prezintd structurile tridimensionale si bidimensionale ale acestor interactiuni, iar Tabelul 4.24 -

lista legaturilor de H intre aminoacizii proteazei principale a SARS-COV-2 si compusii cercetati.

Tabelul 4.23. Rezultatele andocarii moleculare a compusilor cercetati la proteaza

principala a virusului SARS-COV-2

Identificatorul Afinitatea de legare,
proteinei Compusul cercetat KJ-mol!
DFH41 -22.18
Esterul 2 -20.92
Anilida 5 -26.36
Fumaramida 6 -29.29
MEAD 7 -22.59
MPAD 8 -23.01
6LU7 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 ca DFH4 1 are aceeasi afinitate de
legare ca si acidul ascorbic (-22.18 kJ-mol™'). Cea mai mica afinitate de legare la proteaza virala
o are esterul EDM 2 (-20.92 kJ-mol™'), iar cea mai mare afinitate - acidul BBD 13 (-30.12
kJ-mol!). Conform rezultatelor simularii computationale, conformatiile cu cele mai mari afinitati
de legare pentru toti compusii cercetati se plaseaza in acelasi buzunar al proteazei MP™ ca si

inhibitorul N3 (Figura 4.19).

Figura 4.19. Pozitia celei mai bune conformatii pentru toti compusii studiati in buzunarul

de legare al MP™ al SARS-CoV-2 (ligandul co-cristalizat N3 este prezentat cu galben)
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Tabelul 4.24. Lista legaturilor de hidrogen intre aminoacizii din proteaza principala a

virusului SARS-COV-2 si compusii cercetati

Compusul . . Lungimea legaturii . . Lungimea legaturii
cercetat Aminoacidul de hidrogen, A Aminoacidul de hidrogen, A
GLY143 1.98451 GLU166 2.57088
DFH41 SER144 2.10917 LEU141 2.51648
HIS163 247778 SER144 2.26947
GLY143 2.64609 MET165 3.31822
Esterul 2 CYS145 3.5201 PHE140 3.34389
SER144 2.23138
GLY143 2.20688 LEU141 2.57079
Anilida 5 SER144 2.42574 PHE140 3.50946
nihida CYS145 2.4952 GLU166 3.77109
HIS163 2.0892 CYS145 5.27726
GLU166 1.83658 MET165 4.9478
Fumaramida 6 HIS164 2.77663 LEU27 5.15539
GLN189 2.51907 CYS145 4.24326
MET165 3.48614
CYS145 2.41524 SER14 2.93849
CYS145 2.72434 ASN142 2.75777
MEAD 7 HIS163 2.38557 PHE140 2.08449
LEU141 1.8385
CYS145 2.40012 LEU141 2.18493
MPAD 8 CYS145 3.75288 ASN142 2.68122
HIS163 2.33261 PHE140:0 3.59135
SER144 2.09002 SER144 2.84729
Fumaramida 9 CYS145 2.65742 ASN142 2.69049
CYS145 3.73015 ASN142 3.46055
HIS163 2.48258
Fumaramida GLU166 2.01187 GLU166 2.92591
10 GLN192 2.89091 GLU166 2.2936
ASN142 1.76529 THR190 2.19688
SER144 2.10174 SER144 2.72724
Fumaramida CYS145 2.67445 CYS145 2.97041
11 CYS145 3.74161 ASN142 2.66374
HIS163 2.51531
GLY143 2.09719 HIS172 3.70052
HIS163 2.09979 CYS145 3.70958
MBD 12 HIS163 2.59056 CYS145 4.09013
CYS145 2.8369 LEU27 5.42848
GLN189 2.79554 CYS145 4.19659
BBD 13 CYS145 4.13757 MET165 4.93593
MET49 5.45128 MET165 5.19707
LEU27 5.17113
GLY143 2.22474 HIS163 2.16413
Acid ascorbic SER144 2.25121 LEU141 3.00598
CYS145 2.35776 SER144 3.19641
CYS145 3.40739 HIS172 3.5529

Interactiunile dintre MP™ si DFH4 1 sunt prezentate in Figura 4.20a. Observam prezenta a
sase legdturi de hidrogen obisnuite, cu aminoacizii GLY 143, SER144, LEU141, HIS163 si
GLU166. In cazul acidului ascorbic (Figura 4.20c), acesta prezinti cinci legituri de hidrogen,

legandu-se practic cu aceeasi aminoacizi ca si DFH4 1, exceptie fiind legdtura cu CYS145, si
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absenta legaturii cu GLU166. In cazul DFH4 1 trebuie mentionati prezenta a doud legaturi

nefavorabile (indicate cu linie punctata rosie).

A:166
GLU :
n 9
GLY143 o ?H ______
o b
Hy', ks ~:\
oo TrSER
SN rN144 hl43
IS LU
Aile3  anian
rmw Hydrogen Bond B Untavucable Acosptor-Acceptor
M uniaverabie Donor-Danar
a) DFH41
PHE
A:140 \
\T s
MET NN
A'165 27 l l\
ra 7 4 oH ]
Cys: x
Ads K
HE140 G Y
A:143
GLY143
[ conventional Hydrogen Bond [_] Carbon Hydrogen Bond
b) Esterul EDM 2
HIS
A:172
GLY
A:143
HIS
A:163 —0
o ™ : SER
Noe--e- -A:144

Interactions
B convertional Hydrogen Bond [] Carbon Hydrogen Bond

¢) Acidul ascorbic
Fig. 4.20. Reprezentarea interactiunilor cu cel mai mare scor de andocare intre
proteaza principala a virusului SARS-COV-2 si (a) acidul DFH4 1, (b) esterul EDM 2,

(c) acidul ascorbic (imagine 3D - pe stanga si 2D - pe dreapta)
Esterul EDM 2 (Figura 4.20b) se leaga de proteaza virala prin trei legaturi de hidrogen

conventionale, cu aminoacizii CYS145, SER144, GLY 143 si prin trei legédturi carbon-hidrogen,
cu aminoacizii PHE140 si MET165.
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Fig. 4.21. Reprezentarea interactiunii cu cel mai mare scor de andocare

intre compusul cercetat si proteaza principala a virusului SARS-COV-2
(imagine 3D - pe stinga si 2D - pe dreapta), pentru substantele cercetate:

(a) anilida 5, (b) fumaramida 6, (¢c) MEAD 7, (d) MPAD 8
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Interactiunile dintre MP™ si anilida 5 sunt prezentate in Figura 4.21a. Observam prezenta
unei legaturi carbon-hidrogen cu aminoacidul GLU166 si a unei legaturi n-sulf cu aminoacidul
CYS145. Cele cinci legaturi de hidrogen obisnuite, ca si in cazul acidului ascorbic, sunt create cu
aminoacizii GLY 143, SER144, LEU141, HIS163 si CIS145.

Fumaramida 6 interactioneaza cu proteaza principald MP™ prin intermediul a trei legaturi
de hidrogen conventionale, cu aminoacizii GLU166, GLN189, HIS164, o legatura carbon-
hidrogen cu aminoacidul MET165, o legatura n-sulf cu aminoacidul MET165 si doua legaturi m-

alchil, cu aminoacizii CYS145 si LEU27, respectiv (Figura 4.21b).

HIS
A:163
f 9
oL
< ]
. H \
,j,dx | 4
R
i SER A:145
K144

a) Fumaramida 9

ASN
A:142

Interactions

[ Conventional Hydrogen Bond
b) Fumaramida 10
SER
M N s
CYS145 .
W
H Dl ﬂ
S 163 L
- X v
Aie3
Interactions
B conventonal Hydrog

¢) Fumaramida 11
Fig. 4.22. Reprezentarea interactiunii cu cel mai mare scor de andocare intre compusul
cercetat si proteaza principala a virusului SARS-COV-2 (imagine 3D - pe stanga si 2D

- pe dreapta), pentru fumaramidele 9 (a), 10 (b) si 11 (¢)

137



Interactiunile dintre MP™ si MEAD 7 sunt prezentate in Figura 4.21c. Observam prezenta
a sapte legaturi de hidrogen conventionale, dintre care cinci legaturi sunt create, ca si in cazul
acidului ascorbic, cu aminoacizii SER144, LEU141, HIS163 si CIS145, iar celelalte doud, cu
PHE140 si HIS163.

Fumaramida MPAD 8 interactioneaza cu proteaza principala MP™ prin intermediul a cinci
legdturi de hidrogen conventionale, cu aminoacizii LEU141, CYS145, HIS163, ASN142, si
printr-o legatura carbon-hidrogen cu aminoacidul PHE140 (Figura 4.21d).

HIS
GLY :
LEU o5 A:143 A'163 HIS
A27 A4S b
LG
Interactions
[ conventional Hydrogen Bond [ Pi-Donor Hydrogen Bond
[ carbon Hydrogen Bond [ Pialkyl
a) MBD 12

MET49

Interactions

b) BBD13
Fig. 4.23. Reprezentarea interactiunii cu cel mai mare scor de andocare intre compusul
cercetat si proteaza principala a virusului SARS-COV-2 (imagine 3D - pe stanga si 2D

- pe dreapta), pentru: (a) MBD 12, (b) BBD 13

Interactiunile dintre MP® si fumaramida 9 sunt prezentate in Figura 4.22a. Observdm
prezenta a sase legaturi de hidrogen conventionale, cu aminoacizii SER144, HIS163, CIS145,
ASN142, o legatura carbon-hidrogen cu aminoacidul ASN142, dar si o legaturd nefavorabilad de
tip acceptor-acceptor cu LEU141.

Fumaramida 10 interactioneazd cu proteaza principald MP™ prin intermediul a sase
legdturi de hidrogen conventionale, cu aminoacizii GLU166, GLN192, ASN142 si THR190
(Figura 4.22b).
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Interactiunile dintre MP™ si fumaramida 11 sunt prezentate in Figura 4.22c. Observam
prezenta a sapte legaturi de hidrogen conventionale, cu aminoacizii SER144, HIS163, CIS145,
ASN142.

Derivatul MBD 12 interactioneaza cu proteaza principald MP™ prin intermediul a patru
legdturi de hidrogen conventionale, cu aminoacizii CYS145, GLY 143, HIS163, prin doua
legaturi de hidrogen m-donor cu aminoacidul CYS145, printr-o legatura carbon-hidrogen cu
aminoacidul HIS172, precum si printr-o legatura n-alchil cu aminoacidul LEU27 (Figura 4.23a).

Interactiunile dintre MP™ si derivatul BBD 13 sunt prezentate in Figura 4.23b. Observam
prezenta a unei singure legaturi de hidrogen conventionale, cu aminoacidul GLN189, a unei
legaturi de hidrogen m-donor cu aminoacidul CYS145, a unei legaturi de hidrogen =w-sulf cu
META49, si trei legaturi m-alchil, cu aminoacizii LEU27 si MET165.

Astfel, cercetarile computationale au aratat ca atat acidul dihidroxifumaric cat si toti
derivatii sintetizati au valorile afinitatii de legare cu proteaza principald MP™ similare si chiar mai
bune decat acidul ascorbic, legandu-se in acelasi buzunar proteic. In viitor, se recomanda
efectuarea simularilor de dinamica moleculara pentru studii mai aprofundate ale interactiunilor

dintre compusii cercetati si diferite fragmente proteice ale virusului SARS-CoV-2.

4.9. Concluzii la capitolul 4

1. Pentru prima data au fost identificati 45 de izomeri ai acidului dihidroxifumaric, inclusiv 23
de forme cetonice si 22 enediolice

2. S-adeterminat abundenta relativa a izomerilor, s-au determinat trei cele mai abunde specii si
raportul lor in gaz si apa.

3. S-au calculat energia de activare (E.), frecventa imaginara (v) si energia liberd de activare
Gibbs (AG¥) pentru interconversiile enediol-enediol si ceto-ceto (izomerizare), cét si pentru
procesul de tautomerizare.

4. Au fost calculati indicii pentru reactivitatea globald a moleculelor studiate si a fost
demonstrata validitatea procedurii KID in apa si metanol

5. Au fost calculati si comparati indicii de reactivitate locald a moleculelor studiate, functiile
fukui, descriptorul dual, functiile Parr si indicele local al diferentei de reactivitate in vid, in
apa si metanol.

6. S-a studiat corelatia dintre indicele local al diferentei de reactivitate R si activitatea
antioxidanta a moleculelor studiate fata de DPPH" si ABTS™".

7. Au fost identificati si a fost calculatd energetica orbitalilor moleculari de frontierd HOMO si

LUMO, precum si a unor orbitali responsabili pentru nucleofilicitatea si electrofilicitatea
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10.

11.

atomilor de oxigen hidroxilici din fragmentul enediolic pentru derivatii cercetati, In apa si
metanol.

A fost dedus din rezultatele calculelor computationale cd cel mai probabil mecanism prin
care se manifesta activitatea antioxidantd a DFH4 in vacuo este mecanismul HAT, iar in apa
- mecanismul SPLET.

Au fost estimate proprietatile de absorbtie, distributie, metabolism, excretie si toxicitate a
derivatilor cercetati, care au demonstrat proprietati moderate similare medicamentului.

Au fost construite radarele de biodisponibilitate a substantelor cercetate, demonstrand
proprietdti semnificativ asemanatoare medicamentelor.

Prin metoda andocarii moleculare a fost demonstrat potentialul semnificativ de inhibitie a

proteazei principale a virusului SARS-CoV-2 de catre toti compusii supusi studiului.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Concluziile generale, formulate in baza rezultatelor obtinute, se bazeaza in totalitate pe
contributia proprie a autorului si demonstreaza realizarea obiectivului si sarcinilor, expuse in
Introducere.

1. Au fost obtinuti zece derivati stabili ai acidului dihidroxifumaric, care au fost
caracterizati prin analiza elementald si urmatoarele metode spectroscopice: UV/Vis, FT-IR,
RMN 'H si 13C.

2. Pentru prima data au fost aplicate metodele computationale pentru calculul indicilor
de reactivitate globald a moleculelor studiate, pentru demonstrarea validitatii procedurii KID
in apa si metanol, pentru calculul comparativ al indicilor de reactivitate locald a moleculelor
studiate pe baza functiilor Fukui, descriptorului dual, functiilor Parr si indicelui local al
diferentei de reactivitate in vid, in apa si metanol.

3. Pentru DFH4 si derivatii obtinuti a fost investigatd activitatea antioxidantd cu
radicalul DPPH" si s-au determinat constantele stoichiometrice, timpul de reactie pana la
echilibru, valorile PAR si ECso precum si ordinele de reactie fata de reactanti si constantele de
viteza, fapt care a permis descrierea legitdtilor vitezei de reactie pentru interactiunea dintre
DPPH" cu DFH4 si derivatii acestuia. Prin metode computationale a fost aratat cel mai
probabil mecanism prin care se manifesta activitatea antioxidanta a DFHa.

4. In testul cu ABTS™ au fost identificati patru derivati din sirul substantelor
sintetizate, care au demonstrat o bund activitate antioxidantd si prezintd interes pentru
cercetdri ulterioare: esterul EDM 2, anilida 5, acidul MBD 12 si diolul BBD 13.

5. Pentru prima datd au fost identificati prin metode de calcul, 45 de izomeri ai
acidului dihidroxifumaric, inclusiv 23 de forme cetonice si 22 enediolice, s-a aratat existenta a
trei cei mai stabili izomeri, a fost determinata abundenta relativa a lor in gaz, apa si metanol.
De asemenea, a fost studiat procesul de izomerizare si tautomerizare a celor mai stabili trei
izomeri ai DFH4, s-au determinat parametrii cinetici si termodinamici, a fost calculata energia
orbitalilor responsabili pentru nucleofilicitatea si electrofilicitatea atomilor de oxigen
hidroxilici din fragmentul enediolic pentru derivatii cercetati, in apa si metanol.

6. A fost efectuatd in premiera analiza predictiva prin metode de calcul a proprietatilor
de absorbtie, distributie, metabolism, excretie si toxicitate a derivatilor cercetati, care au
demonstrat proprietdti similare medicamentului. Au fost construite radarele de
biodisponibilitate a substantelor cercetate, demonstrand proprietati semnificativ asemandtoare

medicamentelor.
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7. Pentru prima datd, utilizand metoda andocarii moleculare, a fost demonstrat
potentialul semnificativ de inhibitie a proteazei principale a virusului SARS-CoV-2 de catre

toti compusii supusi studiului.

Recomandari

1. Se recomanda laboratoarelor de sintezd aplicarea metodelor computationale, propuse
in lucrare, in procesul de design si obtinere a noilor derivati cu proprietati dirijate (de ex. cu
caracter antioxidant, antiradicalic, antifungic, antimicrobian).

2. Se recomanda industriilor alimentara, viti-vinicold si farmaceutica utilizarea acidului
dihidroxifumaric si a derivatilor sdi pentru crearea si mentinerea calitdtii produselor.

3. Se recomanda institutiilor de sanatate publica folosirea modelelor cu participarea
antioxidantilor folositi in lucrare pentru diminuarea impactului virusului SARS-CoV-2 asupra
sandtatii omului.

4. Se recomanda complementarea cursurilor de licentd/masterat/doctorat cu privire la
metodele cuanto-chimice disponibile pentru cercetarea reactivitatii substantelor chimice de

interes.
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ANEXE

Anexa 1. Actul de implementare

UNIVERSITATEA DE STAT FACULTATEA DE CHIMIE
DIN MOLDOVA SI TEHNOLOGIE CHIMICA

MD-2009, Chisinzu MD-2009, Chisiniu
Str. A. Mateevici, 60 str. A Mateevici, 60, bl. IV. of. 321
Tel: (+373) 022-244-810 tel: +(373) 022-244-355
www.usm.md, email: rector@usm.md www.chimie.usm.md
ACT DE IMPLEMENTARE

Denumirea propunerii pentru implementare:

Studiul prin metode computationale a proceselor de izomerizare/tautomerizare, a proprietitilor farmacocinetice si
a potentialului de inhibitie a proteazelor virale, in cadrul prelegerii Cinetica proceselor chimice §i biochimice in
mediul ambiant, cursul de Chimie ecologicd

Autor:

Natalia Bolocan

Titular de curs:

Dr. hab., acad. Gheorghe Duca - profesor universitar

Locul si perioada desfagurdrii lucrdrilor de implementare

Departamentul de Chimie, Facultatea de Chimie si Tehnologie, Universitatea de Stat din Moldova
Data: 20 septembrie 2022

Obiectul lucrdrilor de implementare:

Utilizarea calculelor cuanto-chimice pentru modelarea teoretici a proceselor de izomerizare si tautomerizare a
compusilor organici, pe exemplul acidului dihidroxifumaric; utilizarea metodelor computationale pentru
prognozarea proprietitilor farmacocinetice ale compusilor de interes, precum si pentru modelarea interactiunii
dintre compusii cu activitate antioxidantd/antiradicalica si proteazele virale, pe exemplul proteazei principale a
virusului SARS-CoV-2.

Continutul lucrdrilor de implementare si rezultatele obtinute:

Pe baza acidului dihidroxifumaric, luat ca exemplu, a fost demonstrati determinarea detaliati a
parametrilor geometrici de structurd si a celor termodinamici pentru toti izomerii moleculei cercetate, precum si
utilizarea unor ecuatii fundamentale in chimia fizica (ex. Ecuatia Boltzman, Eyring, etc.) in determinarea prin
calcul atit a abundentei speciilor izomerice, cét si parametrilor cinetici si termodinamici pentru reactiile de
izomerizare si tautomerizare.

Luédnd ca exemplu acidul dihidroxifumaric si zece derivati noi ai acestuia, a fost demonstrati
prognozarea proprietitilor de absorbtie, distributie, metabolism excretie, toxicitate, biodisponibilitate si
similitudine cu medicamentul prin utilizarea metodelor computationale. De asemenea, pentru fiecare din
substantele mentionate s-a demonstrat utilizarea metodei de andocare moleculara (molecular docking) la proteaza
virald (unde ca exemplu a fost examinati proteaza principald a virusului SARS-Cov-2), demonstrandu-se cum are
loc legarea moleculelor de interes de structura proteica virala si inhibitia virusului.

Concluzie: )
A fost demonstrata utilitatea calculelor cuanto-chimice si a metodele computationale moderne pentru rezolvarea

unui spectru larg de sarcini ale chimistilor, inclusiv cu caracter aplicativ.

21.11. 2022

" Viorica Gladchi

*Academician gheorghe Duca”

Dr. conf. univ. Elena Bunduchi
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